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« Le jour idéal pour réaliser une chose, c’est le jour où on 
a décidé de la faire. » 
Proverbe Japonais 1895. 
 
 
« Tout obstacle renforce la détermination. Celui qui s’est 
fixé un but n’en change pas. » 
Léonard De Vinci. 
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Résumé : 
cIAP1 (cellular Inhibitor of Apoptosis 1) possède une activité E3-ubiquitine ligase et présente 
des propriétés oncogéniques. Récemment, notre équipe a montré que cIAP1 pouvait réguler l’activité 
du facteur de transcription E2F1. L’objectif de mon travail de thèse était d’approfondir les mécanismes 
de cette régulation et d’évaluer l’importance de la coopération cIAP1-E2F1 dans l’activité oncogénique 
de cIAP1.  
J’ai démontré une interaction d’E2F1 avec la poche hydrophobe du domaine BIR3 de cIAP1. 
J’ai par ailleurs démontré l’importance de la première hélice α de ce domaine pour l’interaction de 
cIAP1 avec E2F1 et avec les autres protéines partenaires de cIAP1 capables de lier la poche hydrophobe 
du domaine BIR3.  
De plus, j’ai participé au travail montrant pour la première fois une régulation d’E2F1 par une 
ubiquitinylation non dégradative.  cIAP1 permet la conjugaison de chaînes d’ubiquitines de  type K63 
sur les lysines 161 et 164 d’E2F1. Cette modification post-traductionnelle est indispensable à la 
stabilisation de la protéine lors d’un stress génotoxique et elle permet le recrutement du facteur de 
transcription sur les promoteurs des gènes cibles.  
Enfin, l’analyse des propriétés oncogéniques de cIAP1 n’ont pas permis, à ce jour, d’évaluer 
l’importance de la coopération cIAP1-E2F1. Cependant, nous avons montré l’importance du domaine 
BIR1 pour les propriétés oncogéniques de cIAP1 (domaine nécessaire à l’interaction de cIAP1 avec 
l’adaptateur moléculaire TRAF2). 
 
Mots clés : cIAP1, E2F1, ubiquitinylation, IBM. 
 
 
Abstract: 
The cellular inhibitor of Apoptosis 1 (cIAP1) behaves as an E3 ubiquitin ligase and has oncogenic 
properties. Previously, our team has shown that cIAP1 can regulate the E2F1 transcription factor 
activity. My research project has been focused on deepening our current knowledge on this 
interaction. Firstly, we characterized the E2F1-cIAP1 interaction, then we analyzed the regulation of 
E2F1 by cIAP1 and finally assessed the importance of the cIAP1-E2F1 interaction for the oncogenic 
properties of cIAP1.  
 I have demonstrated a interaction of E2F1 with the hydrophobic pocket of the BIR3 domain of 
cIAP1. Moreover, I highlighted that the alpha 1 helix of the BIR3 domain is mandatory for the stability 
of this pocket. Moreover, we discovered an ubiquitination on lysine 161 and 164 of E2F1 by cIAP1. This 
ubiquitination is essential for the stability and transcriptional activity of E2F1. Finally, it appears that 
the cIAP1 BIR1 domain that is required for the interaction with TRAF2 is involved in its oncogenic 
properties. 
Keys words: cIAP1, E2F1, ubiquitination, IAP-Binding-Motif. 
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I) Situation du sujet de thèse : 
 
La tumorigenèse est un processus complexe réalisé en plusieurs étapes au cours desquelles 
une cellule saine va progressivement acquérir différentes propriétés lui conférant un avantage sélectif. 
En 2000, Douglas Hanahan et Robert A. Weinberg ont identifié six propriétés essentielles à la 
transformation de cellules saines en cellules cancéreuses. Ces propriétés incluent la capacité à 
proliférer même en milieu hostile, l’insensibilité des cellules à des signaux antiprolifératifs, 
l’échappement à la mort cellulaire programmée (apoptose), un potentiel réplicatif illimité, la capacité 
de maintenir une angiogenèse favorable à la tumeur et pour finir la capacité d’invasion de nouveaux 
tissus afin de former des métastases (Hanahan and Weinberg, 2000). Cette liste a ensuite été 
complétée par la capacité des cellules à reprogrammer leur métabolisme ainsi que leur capacité à 
échapper au système immunitaire (Hanahan and Weinberg, 2011). 
 
 
Figure 1: Propriétés acquises par la cellule cancéreuse au cours du mécanisme de transformation d’après Hanahan & 
Weinberg. 
L’acquisition de ces propriétés est le résultat d’une accumulation successive d’altérations 
géniques et épigénétiques. Parmi ces altérations, on compte des anomalies d’expression d’une famille 
de protéines nommée IAP (Inhibitor of APoptosis). Mon équipe d’accueil s’intéresse particulièrement 
à un membre de cette famille nommé cIAP1 (cellular Inhibitor of APoptosis 1).   
cIAP1 est une protéine à activité E3-ubiquitine ligase identifiée grâce à sa capacité à bloquer 
l’apoptose. Elle est cependant impliquée dans la régulation de nombreux processus cellulaires incluant 
la mort cellulaire par apoptose ou nécroptose, la réponse immunitaire innée, l’inflammation, la 
prolifération, la différenciation et la migration cellulaire. Les travaux antérieurs de mon équipe 
d’accueil ont montré une double localisation subcellulaire de cette protéine (Plenchette et al., 2004). 
cIAP1 est exprimé dans le noyau des cellules souches hématopoïétiques de la moelle osseuse et des 
cellules épithéliales peu différenciées (Plenchette et al., 2004).  
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Lors de la différenciation de cellules souches hématopoïétiques en macrophages, cIAP1 subit une 
translocation du noyau vers le cytoplasme, plus précisément au niveau de l’appareil de golgi (Didelot 
et al., 2008; Plenchette et al., 2004). Cette translocation est nécessaire à la différenciation.  
Dans le cytoplasme des monocytes et des macrophages, cIAP1 contrôle la durée d’activation de NF-κB 
grâce à sa capacité à lier, à ubiquitinyler et à stimuler la dégradation par le protéasome de l’adaptateur 
moléculaire TRAF2 (Dupoux et al., 2009). Dans une seconde étude, mon équipe montra la liaison de 
cIAP1 cytoplasmique avec RhoA, Rac1 et cdc42. Ce sont des petites protéines G de la famille Rho qui 
régulent des modifications du cytosquelette d’actine. cIAP1 contrôle l’activation de cdc42 suite à une 
stimulation des cellules par le TNFα et contrôle la formation de filopodes. De plus, cIAP1 contrôle les 
propriétés invasives des cellules (Marivin et al., 2014).  
Lors d’une recherche de partenaires nucléaires de cIAP1, Jessy Cartier a identifié le facteur de 
transcription E2F1 (Cartier et al., 2011). Ce facteur est un important régulateur du cycle cellulaire et 
stimule l’activité des gènes responsables du passage de la phase G1 à la phase S du cycle cellulaire. 
cIAP1 peut lier E2F1 dans toutes les phases du cycle cellulaire. Cette protéine est recrutée avec E2F1 
sur les promoteurs des cyclines E et A en phase S du cycle cellulaire et stimule l’activité du facteur de 
transcription. Cette fonction de cIAP1 est liée à son expression nucléaire puisqu’elle n’a pas été 
retrouvée dans des cellules exprimant la protéine cIAP1 exclusivement dans le cytoplasme. Mon sujet 
de thèse est issu de cette étude et avait pour objectifs de comprendre les mécanismes de régulation 
d’E2F1 par cIAP1 et d’évaluer l’importance de cette interaction dans les propriétés oncogéniques de 
cIAP1.   
 
 
Pour la compréhension des travaux effectués et des résultats obtenus au cours de mes trois années de 
thèse, un rapport bibliographique est présenté sous forme d’introduction.  
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II) Introduction Bibliographique 1ère partie : cIAP1. 
1) cIAP1 membre de la famille des IAP (Inhibitor of APoptosis) : 
a) Découverte de la famille des IAP : 
 L’appellation « inhibitor of apoptosis » a été évoquée pour la première fois en 1993 par 
l’équipe de Miller. En effet, lors d’une étude menée chez le bacculovirus visant à trouver des analogues 
fonctionnels du gène codant la protéine p35 (protéine possédant des propriétés anti-apoptotiques 
permettant au virus de se répliquer dans des cellules hôtes d’insectes), un nouveau gène nommé 
« inhibitor of apoptosis » codant une protéine de 31kDa a été identifié. L’expression de ce gène permet 
d’inhiber l’apoptose de cellules SF-2 (cellules du papillon « spodoptera frugiperda ») infectées ou 
l’apoptose induite par l’actinomycine D (Crook et al., 1993). 
Un homologue de ce gène a été isolé chez un autre papillon nommé « Orgyia pseudotsugata » 
(Birnbaum et al., 1994) puis chez la drosophile, le nématode, le poisson zèbre et les mammifères 
(Fraser et al., 1999; Hay et al., 1995; Uren et al., 1996). Ces différents homologues possèdent un motif 
particulier composé de cystéine et histidine retrouvé en position N-terminale, nommé « Baculovirus 
Iap Repeat » (BIR) : GX2YX4DX3CX2CX6WX9HX6_10C. La présence de ce motif désignera l’appartenance 
d’une protéine à la famille des IAP (Birnbaum et al., 1994).  
   
Huit membres (Figure n°2) de la famille des IAP, possédant un ou 3 domaines BIR, sont retrouvés chez 
les mammifères (Silke and Vucic, 2014): 
-  NAIP (Neuronal Apoptosis Inhibitory Protein; BIRC1: Baculoviral IAP repeat-containing 
protein1), 
- cIAP1 (cellular IAP1; BIRC2; HIAP2; MIHB), 
- cIAP2 (cellular IAP2; BIRC3; HIAP1; MIHC), 
- XIAP (X-chromosome-linked IAP; BIRC4; hILP ; MIHA), 
- Survivin (BIRC5 ; TIAP), 
- Apollon (BIRC6 ; Bruce), 
- ML-IAP (MeLanoma IAP; BIRC7; KIAP; Livin) 
- ILP-2 (IAP-Like Protein 2; BIRC8).  
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Figure 2: Structure des membres de la famille des IAP 
Représentation de la structure des membres de la famille des IAP d’après Silke & Vucic, 2014.  
BIR : Baculovirus Iap Repeat : domaine d’interaction protéine-protéine. UBA (Ubiquitin Binding Associated) : domaine de 
liaison de chaînes d’ubiquitines de protéines ubiquitinylées. CARD (Caspase Recruitment Domain) : régulateur du domaine 
RING (inhibe l’activité E3 ubiquitine ligase). RING (Really INteresting Gene) : domaine en doigt conférant une activité E3 
ubiquitine ligase. Ce domaine RING permet aussi une homodimérisation nécessaire à l’activité E3-ubiquitine ligase (voir 
ubiquitinylation chapitre II)1)d)) ; UBC (ubiquitin-associated domain) : permet à Apollon d’agir comme une enzyme E2 de 
conjugaison dans les réactions d’ubiquitinylation. CC (coiled coil) : domaine retrouvé dans les protéines associées aux 
microtubules ; NACHT (NAIP, CIITA, HET-E and TP1) appelé aussi domaine NOD (Nucleotide-binding and Oligomerisation 
Domain) : domaine d’oligomérisation ; LRR (Leucine-Rich-Repeat) : domaine de reconnaissance de molécules dérivés de 
pathogènes ; NES (nuclear export signal) : séquences d’export nucléaire. 
 
Mon sujet de thèse a porté essentiellement sur cIAP1, la structure et les fonctions de cette 
protéine seront présentées dans la suite du manuscrit.  
 
b)  Structure de cIAP1 : 
 
cIAP1 possède de grandes homologies structurales et fonctionnelles avec cIAP2 (Figure n°3).  
En effet, cIAP1 et cIAP2 possèdent trois domaines BIR d’interaction protéine-protéine, un domaine 
UBA de liaison de chaînes d'ubiquitines, un domaine CARD régulateur et un domaine RING (Figure n°2). 
Bien qu’il ne possède pas de domaine CARD, XIAP présente aussi de fortes homologies avec cIAP1 et 
cIAP2 (Figure n°3). 
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Figure 3: Alignement des séquences de cIAP1, cIAP2 et XIAP 
Le degré d’homologie est représenté par l’intensité de coloration bleue. 
L’alignement a été réalisé à l’aide du logiciel Jalview et des séquences importées via la base de données Uniprot.  
 
 Les domaines BIR :  
Deux types de domaine BIR ont été décrits en fonction de la présence ou non d’une poche hydrophobe 
qui reconnait un motif particulier nommé IBM (Gyrd-Hansen and Meier, 2010). 
 
 
Figure 4: Structure 3D des domaines BIR1 et BIR3 
Représentation des structures 3D du domaine BIR1 et du domaine BIR3 de cIAP1 réalisée grâce au logiciel RasTop, aux 
données de la banque « Protein Data Bank » et d’après les articles (Mace et al., 2010; Samuel et al., 2006).  
 
Le domaine BIR1 de cIAP1, de cIAP2 et de XIAP sont des domaines de type I ne possédant pas 
de poche hydrophobe. Ils permettent l’interaction des IAP avec des molécules de signalisation 
cellulaire. Concernant cIAP1, le domaine BIR1 permet son interaction avec TRAF2 et TRAF1 (Mace et 
al., 2010; Roy et al., 1997).  
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L’analyse des mécanismes d’interaction entre cIAP1 et TRAF2 ainsi que l’étude de la séquence 
acide aminé de TRAF2 ont mis en évidence l’importance des résidus E64, R65 (Samuel et al., 2006) 
d’une part, et des résidus L47 (Mace et al., 2010) d’autre part, qui sont indispensables à l’interaction. 
Les résidus M50 et R65 sont également important puisque leurs mutations atténuent fortement 
l’interaction de cIAP1 avec TRAF2 (Mace et al., 2010; Samuel et al., 2006). De plus, l’étude de Mace et 
al. a démontré que le domaine BIR1 de cIAP1 est capable de lier un trimère de TRAF2 (Mace et al., 
2010). 
Les domaines BIR2 et BIR3 quant à eux, possèdent une poche hydrophobe qui permet l’ancrage 
d’un motif peptidique particulier nommé IBM (IAP Binding Motif). Ce motif est caractérisé par la 
séquence A(K/T/V/I) (P/A/E) (F/E/I/S/Y) (Vaux and Silke, 2005), avec quelques variations possibles. Le 
motif IBM est retrouvé chez de nombreux partenaires. Les mieux caractérisés sont les protéases de 
l’apoptose : les caspases 3,7 et 9 ainsi que les inhibiteurs endogènes des IAP comme Smac (second 
mitochondria derived activator of caspase) et HtRA2 qui entrent en compétition avec les caspases pour 
la liaison aux IAP.  
 
D’autres partenaires « IBM » ont aussi été décrits comme la kinase NIK (Nuclear factor kappa 
b Inducing Kinase) impliquée dans la signalisation NF-kB, la kinase chk1 (checkpoint kinase 1) impliquée 
dans la réponse aux dommages portés à l’ADN et dans le cycle cellulaire, la protéine GSPT1/eRF3 (G1 
to S phase transition 1/ eukaryotic polipeptide chain release factor 3) impliquée également dans le 
contrôle du cycle cellulaire (Galvan et al., 2004; Hegde et al., 2003; Lee et al., 2014). 
Ce motif doit être exposé en position N-terminale de la protéine pour pouvoir s’ancrer dans la poche 
hydrophobe. Le motif IBM des caspase 7 et de la caspase 9a situé en position N-terminale de 
la grande sous-unité active est exposé lors du clivage protéolytique activateur des formes pro-
caspases. Les motifs IBM de Smac (AVPI) et HtrA2 sont exposés suite à l’élimination par protéolyse de 
la séquence d’adressage à la mitochondrie et la libération de la mitochondrie vers le cytosol des 
protéines matures au cours de l’apoptose. Le motif IBM de la kinase NIK est rendu accessible après 
élimination de la méthionine placée en position 1 par une aminopeptidase (Figure n° 5). 
 
Des travaux plus récents ont montré que dans certaines conditions où les protéines se trouvent 
dans une conformation propice permettant une exposition du motif IBM, l’IBM peut s’ancrer dans la 
poche hydrophobe même lorsqu’il est situé à l’intérieur de la protéine. C’est le cas d’un variant de la 
caspase 9 nommé caspase 9b et l’intermédiaire p20/p12 de la caspase 3 constitué d’une part du pro-
domaine et la sous-unité p20, et d’autre part de la petite sous unité libre p12 (Choi et al., 2009; Vu et 
al., 2016).  
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Lors d’un criblage de partenaires potentiels de cIAP1, un motif atypique de liaison avec le BIR3 de cIAP1 
a été décrit. Ce motif appelé « IBM non conventionnel » présente la séquence SR(V/P) (Kurakin and 
Bredesen, 2007) et est situé à l’intérieur de la protéine.  
 
Figure 5: Reconnaissance des motifs IBM par cIAP1 
L’aminopeptidase permet à la kinase NIK d’exposer son motif IBM « AVME », étape nécessaire à la liaison de la poche 
hydrophobe du domaine BIR2 de cIAP1 par NIK. 
La caspase 7 doit subir des étapes de clivage afin de rendre visible son motif IBM « AKPD » alors que la forme intermédiaire 
p20/p12 de la caspase 3 possède une conformation permettant l’exposition de son motif IBM « SGIS ». 
 
Les domaines BIR2 et BIR3 possèdent des spécificités et des préférences de liaison. Par 
exemple, l’IBM de NIK est reconnu par le domaine BIR2 tandis que les IBM de Smac, HtrA2 et de la 
caspase-9 sont préférentiellement reconnus par le BIR3. Cependant, sous forme de dimère, l’IBM de 
la première sous-unité de Smac lie le domaine BIR2 tandis l’IBM de la seconde sous-unité lie le domaine 
BIR3 de XIAP (Eckelman et al., 2008; Lee et al., 2014).  
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 Le domaine UBA :  
 
Les domaines UBA (UBiquitine Associated) sont des « récepteurs » d’ubiquitine. L’UBA de 
cIAP1 peut lier des molécules « mono-ubiquitine » mais aussi les chaînes « poly-ubiquitine ». 
Ce domaine permet à cIAP1 de lier des protéines poly-ubiquitinylées et de former des complexes de 
signalisation (Blankenship et al., 2009). Par exemple, lors d’un stress génotoxique, cIAP1 peut lier la 
forme poly-ubiquitinylée de la protéine TRAF6. Le complexe cIAP1 – TRAF6 participera ensuite à 
l’activation du facteur de transcription NF-κB (Hinz et al., 2010). Le domaine UBA permettrait aussi la 
reconnaissance de la forme poly-ubiquitinylée d’IKKγ (Inhibitor of nuclear factor kappa B kinase subunit 
gamma), aussi appelée NEMO (NF-κB essential modulator), aussi impliquée dans l’activation de NF-κB 
(Gyrd-Hansen et al., 2008). 
Le domaine UBA permet aussi la reconnaissance de l’enzyme « E2-ubiquitin conjugating » 
UbcH5B liée à l’ubiquitine activée et favorise l’auto, mono-ubiquitinylation de cIAP1 et cIAP2 
(Budhidarmo and Day, 2015). 
 
 Le domaine CARD :  
 
Le domaine CARD (Caspase recruitment domain) est un domaine conservé, retrouvé en 
position N-terminale ou C-terminale de protéines appelées « protéines CARD ». Dans cette situation, 
ce domaine permet une interaction homotypique. Il permet par exemple l’interaction de l’adaptateur 
Apaf-1 (Apoptotic Peptidase Activating Factor 1) avec la caspase 9 (Cysteine-dependent aspartate-
directed protease 9) lors de la formation de l’apoptosome (complexe d’activation de la caspase-9 lors 
de la voie intrinsèque de l’apoptose) (Lopez et al., 2011). Concernant cIAP1, le domaine CARD est situé 
en positon centrale et aucun partenaire de cIAP1 liant le domaine CARD n’a été découvert à ce jour. 
Le domaine CARD permet à cIAP1 d’adopter une conformation dite fermée grâce à la création de 
charges électrostatiques entre les domaines CARD, BIR3, UBA et RING (voir chapitre II)1) d)). 
 
 Le domaine RING :  
 
Le domaine RING (Really interesting gene) est un domaine en doigt de zinc présentant un octet 
de cystéines et d’histidines. Il y a deux types de domaine RING : le domaine RING-H2 et le domaine 
RING retrouvé chez cIAP1 nommé RING-HC ou C3HC4. Le domaine-H2 présente six cystéines et deux 
histidines (position 4 et 5) alors que le domaine RING-HC possède quant à lui sept cystéines et une 
seule histidine retrouvée en position 4 (Jackson et al., 2000).  
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 Ce domaine confère à cIAP1 une activité E3-ligase dans la réaction d’ubiquitinylation et de neddylation 
(Zhuang et al., 2013). L’histidine H588 est nécessaire à l’activité E3-ligase de cIAP1. 
  
 
c) Mécanisme d’ubiquitinylation : 
 
 L’ubiquitinylation et la neddylation sont des réactions enzymatiques permettant in fine la 
conjugaison de molécules d’ubiquitines ou de NEDD8 ainsi que des chaînes d’ubiquitines sur une 
protéine partenaire. Ces modifications post-traductionnelles des protéines peuvent moduler leur 
fonction, leur localisation, leur stabilité et leur recrutement dans des complexes multi-protéiques de 
signalisation.   
 
Les réactions d’ubiquitinylation et de neddylation sont très proches. Je me concentrerai sur la réaction 
d’ubiquitinylation. Elle se fait en trois étapes impliquant trois enzymes clés : 
- l’enzyme activatrice E1 (ubiquitin-activating enzyme) 
- l’enzyme de conjugaison E2 (ubiquitin-conjugation enzyme) 
- l’enzyme ligase E3 (ubiquitin ligase). 
 
L’étape n°1 nécessite un apport d’énergie sous forme d’ATP. C’est une étape d’activation de 
l’ubiquitine au cours de laquelle l’enzyme E1 fixe une molécule d’ubiquitine grâce à une liaison 
thioester. L’ubiquitine est ensuite transférée sur l’enzyme de conjugaison E2 qui va faciliter la liaison 
de l’ubiquitine active directement sur la protéine cible par l’E3 ubiquitine ligase, ou transmettre 
l’ubiquitine à l’enzyme E3 ubiquitine ligase qui par la suite transférera cette molécule sur la protéine 
cible.  
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Figure 6: Réaction d'ubiquitinylation 
L’enzyme E1 activatrice lie l’ubiquitine par une liaison thioester au niveau de la cystéine de son site actif grâce à un 
apport d’énergie. L’ubiquitine est ensuite transférée sur l’enzyme E2 de conjugaison qui facilitera la liaison de l’ubiquitine à 
la protéine cible par l’E3 ubiquitine ligase. Les E3 ubiquitine ligases sont divisées majoritairement en deux groupes différents : 
les E3 contenant une domaine HECT (Homologous to E6-accessory protein Carboxy Terminus) ou les E3 contenant un domaine 
RING (Hatakeyama and Nakayama, 2003). Les E3 ligases de la famille HECT lient l’enzyme E2 qui transfèrera l’ubiquitine sur 
l’E3 ligase de la famille HECT. Cette dernière E3 va ensuite transférée l’ubiquitine sur la protéine cible, par contre les E3 à 
domaine RING formeront un complexe avec l’enzyme E2 facilitant ainsi le passage de l’ubiquitine de l’enzyme E2 sur la 
protéine cible (Hatakeyama and Nakayama, 2003).   
 
Chez l’homme, au moins 38 gènes codant pour une enzyme E2 ont été décrits. Une enzyme E2 
peut interagir avec différentes E3 ubiquitine ligases (Ye and Rape, 2009). La protéine cIAP1 peut 
interagir avec les enzymes de conjugaison de la famille UbcH5 (UbcH5a/b/c), Ube2Q2, tsg101, Ube2S, 
Rad6b (Dynek et al., 2010b), avec Ubc6 (Wu et al., 2005), UbcH8 (Choi et al., 2009) et UBC13 
(Shembade et al., 2010). cIAP1 catalyse la conjugaison de l’ubiquitine de l’enzyme E2 vers un substrat 
spécifique lié à cIAP1 via un domaine BIR. L’ubiquitine lie le substrat par une liaison isopeptidique entre 
la glycine 76 de l’ubiquitine et le groupement ε-amino de la lysine de la protéine cible.  
 
L’ubiquitine est une protéine de 76 résidus et contient 7 lysines, elle possède donc 7 sites 
potentiels de liaison d’une autre ubiquitine permettant la formation de chaînes d’ubiquitines. Un 
huitième site particulier, la méthionine 1 en N-terminal, permet de réaliser une chaîne d’ubiquitines 
nommée chaîne linéaire (Yau and Rape, 2016). Il existe donc de nombreuses possibilités de 
modifications de protéines par ubiquitinylation en fonction de la conjugaison d’une seule molécule 
d’ubiquitine sur une lysine (mono-ubiquitinylation) ou sur différentes lysines (multi-mono-
ubiquitinylation) ou la conjugaison de chaînes d’ubiquitines (poly-ubiquitinylation).  
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La nature de la chaîne d’ubiquitines sera définie en fonction du site d’ancrage du maillon ubiquitine : 
M1 pour les chaînes linéaires et K6, K11, K27, K29, K48, K63 suivant la lysine de l’ubiquitine impliquée.  
 
 
Figure 7: Représentation 3D et séquence de l'ubiquitine 
La glycine 76 liant la protéine cible est représentée en violet, les lysines sites potentiels d’ubiquitinylation sont représentées 
en rouge. La méthionine en position 1 est représentée en vert. 
Réalisation de cette figure à l’aide du logiciel RasTop, des données de la base de données « PDB » (protein data bank) et de 
la revue  (Swatek and Komander, 2016).  
 
Le devenir de la protéine modifiée va différer suivant le type de chaînes d’ubiquitines. En effet, 
les chaînes d’ubiquitines de type K48 et K11 sont reconnues par les récepteurs Rpn10 et Rpn13 du 
complexe 19S du protéasome permettant ensuite de provoquer la dégradation de la protéine. Les 
chaînes de type K11 n’entrainent pas toujours une dégradation de la protéine mais peuvent être un 
signal important dans différentes voies de signalisation (Grice et al., 2015).  
 
La conjugaison d’une chaîne de type K63, quant à elle, a été impliquée dans des processus 
cellulaires non dégradatifs comme la réparation de l’ADN, la régulation transcriptionnelle, 
l’endocytose, ou l’activation de protéines kinases... (Woelk et al., 2007). L’ubiquitinylation de type K63 
de la kinase RIP1 par cIAP1 est reconnue par des domaines de liaison d’ubiquitines des protéines TAB2, 
d’IKKγ et de HOIP et permet l’assemblage d’une plateforme multi-protéique de signalisation cellulaire. 
La formation de chaîne M1 est impliquée dans des mécanismes de régulation de voie de signalisation, 
elle est notamment importante pour la réponse immunitaire (activation de la voie NF-κB). L’impact de 
la formation des autres chaînes (K6, K27, K29 et K33) est peu décrit à ce jour.  
 
Pour finir, la complexité du « code ubiquitine » se poursuit avec la formation possible de 
chaînes hétérotypiques dites mixtes ou branchées (Yau and Rape, 2016) et l’association de différentes 
formes de modifications post-traductionnelles comme l’ubiquitinylation et la phosphorylation ou 
l’acétylation (modification post-traductionnelle remaniant le signal produit) (Swatek and Komander, 
2016).  
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Une étude récente montre une protection de l’ubiquitinylation K63 induite par TRAF6 par l’ajout de 
chaînes K48 par HUWE1 (empêche la déubiquitinylation). Cette ubiquitinylation branchée K48 - K63 
est reconnue par TAB2, ce qui amplifie l’activation de NF-κB (Ohtake et al., 2016). 
 
L’E3 ubiquitine ligase cIAP1 est capable de catalyser des mono-ubiquitinylations ainsi que des 
poly-ubiquitinylations de types K6, K11, K48 et K63 (Blankenship et al., 2009). cIAP1 peut induire 
différents type d’ubiquitinylation sur une même protéine, avec des conséquences différentes. Par 
exemple, cIAP1 peut catalyser une ubiquitinylation de type K48 de RIP1 provoquant sa dégradation ou 
une ubiquitinylation de type K11 ou K63 qui bloquera son activité kinase et permettra la formation de 
complexes de signalisation conduisant à l’activation de NF-κB (Bertrand et al., 2008; Park et al., 2004). 
De plus cIAP1 favorise l’ubiquitinylation de type K11 et de type linéaire de RIP1, ce qui permettra aussi 
l’activation de la voie NF-κB (Bertrand et al., 2011).  
 
La réaction d’ubiquitinylation tout comme les autres modifications post-traductionnelles sont 
réversibles. La réaction d’ubiquitinylation est réversible par l’intermédiaire de déubiquitinases (DUB : 
deubiquitinating enzyme). Ces enzymes sont regroupées en cinq familles différentes : les familles UCHs 
(ubiquitin-specific proteases), OTUs (ovarian tumour proteases), Josephins qui sont des protéases à 
cystéines et la famille JAMMs (JAB1/MPN/MOV34 metalloenzymes) de métalloprotéases. Les 
déubiquitinases permettent de garder un pool d’ubiquitines libres disponible pour une éventuelle 
nouvelle réaction d’ubiquitinylation, de stabiliser une protéine en prévenant sa dégradation par 
ubiquitinylation dégradative mais permettent aussi de moduler les chaînes d’ubiquitines (Komander 
et al., 2009). La stabilité de cIAP1 est notamment contrôlée par une déubiquitinase nommée OTUB1. 
En effet, OTUB1 enlève les chaînes de type K48 présentes sur cIAP1 prévenant ainsi la dégradation de 
cIAP1 par le protéasome (Goncharov et al., 2013). 
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Figure 8: Différents types d'ubiquitinylation 
D’après les articles de(Ohtake et al., 2016b; Swatek and Komander, 2016; Woelk et al., 2007; Yau and Rape, 2016; Ye and 
Rape, 2009).  
 
d) Régulation de l’activité E3-ubiquitine ligase de cIAP1 : 
   
Le domaine RING est fonctionnel lorsqu’il est sous forme de dimère. La dimérisation implique 
la phénylalanine 616 de chaque monomère, située à l’extrémité C-terminale des protéines. La 
dimérisation est nécessaire au recrutement de l’enzyme E2 de conjugaison ainsi que la conjugaison de 
l’ubiquitine sur le substrat (Silke and Vucic, 2014).  
cIAP1 possède deux conformations différentes, l’une est dite fermée et l’autre est dite ouverte 
(Figure n°9). En conformation fermée, le domaine RING de cIAP1 est empaqueté ce qui inhibe l’activité 
E3 ubiquitine ligase de cIAP1 (Fulda and Vucic, 2012). Cette conformation fermée est maintenue par 
des liaisons électrostatiques entre les domaines RING, CARD, UBA et BIR3.  
 En conformation ouverte, le domaine RING de cIAP1 est exposé permettant ainsi 
l’homodimérisation spontanée de cIAP1 et le recrutement de l’enzyme E2, ce qui active l’activité E3 
ubiquitine ligase de cIAP1 (Fulda and Vucic, 2012). Le domaine CARD est primordial dans la régulation 
de ces changements de conformation. En effet, l’absence de ce domaine conduit à une dimérisation 
et activation spontanée de cIAP1 se traduisant par une auto-ubiquitinylation et une dégradation par 
le protéasome (Lopez et al., 2011).  
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La liaison du domaine BIR3 par un « smac mimetic » conduit aussi a une dimérisation de cIAP1, 
responsable d’une activation exacerbée de l’activité E3-ligase de cIAP1, d’une auto-ubiquitinylation ce 
qui conduira à la dégradation de la protéine par le protéasome, (voir chapitre II)1) f)) (Budhidarmo and 
Day, 2015). 
 
 
Figure 9:Notion de conformation fermée et ouverte de cIAP1 
A] Représentation schématique des conformations possibles de la protéine cIAP1. 
B] Représentation de la structure 3D de la protéine cIAP1 en conformation fermée et de la dimérisation par le RING de la 
protéine cIAP1 (utilisation du logiciel Rastop et de la banque de donnée PDB). 
Les domaines BIR sont représentés en bleu (bleu foncé pour le domaine BIR3), le domaine UBA en vert, le domaine CARD en 
orange et le domaine RING en rouge. Les atomes de zinc sont représentés par une sphère bleue.  
Les domaines RING, CARD, UBA et BIR3 forment des liaisons électrostatiques entre eux permettant de maintenir la 
conformation fermée. Lorsque cette conformation est perturbée (par exemple par la liaison d’un smac mimetic au domaine 
BIR3), cIAP1 passe en conformation ouverte, exposant ainsi son RING qui dimérisera avec une autre RING.  
D’après (Budhidarmo and Day, 2015; Fulda and Vucic, 2012). 
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2)  Fonctions de cIAP1 :  
 
Les fonctions cellulaires de cIAP1 sont directement liées à sa capacité à lier des protéines 
partenaires via un domaine BIR et à catalyser la conjugaison d’ubiquitines, modulant ainsi leur stabilité, 
leur recrutement dans des plateformes de signalisation ou leur activité (Tableau n°1). L’identification 
de nouveaux partenaires des IAP est donc un enjeu important afin de mieux comprendre l’activité de 
cette protéine et son rôle dans la carcinogenèse. Les partenaires les plus étudiés sont des acteurs des 
voies de mort cellulaire et des régulateurs des voies d’activation de NF-kB.  
  
a) Apoptose : 
Il existe deux voies différentes d’activation de l’apoptose : la voie extrinsèque impliquant des 
récepteurs de mort et la voie intrinsèque impliquant la mitochondrie. 
Le premier rôle attribué aux membres de la famille des IAP, comme leur nom le suggère, est l’inhibition 
de l’apoptose. cIAP1 peut contrôler l’apoptose par deux mécanismes distincts :  
 en modulant l’activité des caspases, protéases à cystéine effectrices de l’apoptose ; 
 en empêchant la formation de plateforme d’activation des caspases.  
 
 Régulation des caspases par cIAP1 : 
 
Les membres de la famille des IAP sont capables de lier directement les caspases-3, 7 et 9. XIAP 
a la capacité d’inhiber directement l’activité des caspase-3 et 7. En effet, XIAP lie l’IBM des caspases 3 
et 7 via les poches hydrophobes des domaines BIR2 et BIR3, et, grâce à des résidus (résidus 140 à 156) 
situés en amont du domaine BIR2, va masquer le site de liaison du substrat de la caspase, la rendant 
ainsi inactive. En ce qui concerne la caspase 9, XIAP lie son motif IBM et empêche sa dimérisation 
activatrice (Chai et al., 2001; Eckelman and Salvesen, 2006; Huang et al., 2001; Riedl et al., 2001). De 
plus, le domaine RING de XIAP permet la dégradation des caspases 3, 7 et 9 par ubiquitinylation 
dégradative (Chen et al., 2003; Creagh et al., 2004; Morizane et al., 2005; Suzuki et al., 2001).  
 
L’effet inhibiteur de XIAP peut être contrecarré par la protéine Smac. Cette protéine est présente 
au niveau de la membrane mitochondriale. Lors d’un stimulus pro-apoptotique, la séquence 
d’adressage à la mitochondrie de Smac est clivée, permettant ainsi sa libération dans le cytoplasme 
sous forme mature. Smac sous forme mature va ensuite se lier à XIAP via les domaines BIR et inhiber 
de façon compétitive l’interaction XIAP-caspases (Verhagen et al., 2000). 
Les résidus permettant à XIAP d’inhiber les caspases ne sont pas retrouvés dans cIAP1. En 
accord avec cette observation, cIAP1 est incapable d’inhiber directement l’activité des caspases. 
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Cependant, les domaines BIR2 et BIR3 de cIAP1 peuvent lier les IBM des formes actives des caspases 
et l’IBM de Smac. Ainsi, cIAP1 est capable tout comme XIAP d’induire une ubiquitinylation dégradative 
des caspases 3 et 7. L’analyse de l’affinité des IAP avec les caspases et Smac suggèrent cependant que 
cIAP1 serait plus enclin à inhiber l’apoptose en neutralisant Smac empêchant ainsi son action 
inhibitrice sur XIAP. De plus, cIAP1 est capable d’induire l’ubiquitinylation de Smac qui sera alors 
dégradé par le protéasome (Hu and Yang, 2003) 
 
 
Figure 10: régulation des caspases par cIAP1 
1] Structure de cIAP1 et XIAP 
2] cIAP1 et XIAP interagissent avec l’IBM (IAP Binding Motif) des caspases via la poche hydrophobe des domaines BIR3 ou 
BIR2 et BIR3 respectivement. Cette interaction leurs permet de lier des chaînes d’ubiquitines de type K48 sur les caspases 
grâce à leur activité E3 ubiquitine ligase de leur domaine RING. Cette ubiquitinylation engendre la dégradation des caspases 
par le protéasome. 
XIAP en liant la caspase 9 empêche la dimérisation de celle-ci et donc empêche son activation. 
cIAP1 lie et ubiquitinyle (K48) l’inhibiteur endogène des IAP nommé Smac (second mitochondria derived activator caspases) 
favorisant ainsi le rôle inhibiteur de XIAP sur la caspase 9. 
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 Régulation de la formation des complexes d’activation des caspases : 
importance du partenaire RIP1 : 
 
Les caspases initiatrices sont activées dans des plateformes de signalisation impliquant au 
moins une protéine adaptatrice et la pro-caspase. Les caspases-8 et 10 sont activées au sein de 
différentes plateformes protéiques : 
- Le DISC (Death inducing signaling complex). Celui-ci est formée suite à une stimulation du 
récepteur de mort Fas/CD95 ou TRAIL qui induit le recrutement sur le récepteur de la protéine 
adaptatrice FADD et des pro-caspases 8 ou 10. La formation de ce complexe provoque l’activation des 
caspases 8 et 10 qui activeront à leur tour les caspases effectrices entrainant donc la mort des cellules 
par apoptose (Kim et al., 2000; Scaffidi et al., 1999).  
- Les Complexes II. Une stimulation du récepteur TNFR1 (Tumor Necrosis Factor Receptor 1) par 
la cytokine TNF-α (Tumor Necrosis Factor alpha) provoque le recrutement des protéines cIAP1, TRAF2 
(TNF receptor associated factor 2) et RIP1 (Receptor interacting serine/threonine protein kinase 1) via 
l’adaptateur TRADD (Tumor necrosis factor receptor type 1 associated death domain). La plateforme 
ainsi formée appelée complexe I permettra à terme d’activer le facteur de transcription NF-κB (partie 
développée chapitre II)2) b)). Une inhibition de NF-κB, ou l’absence de cIAP1 ou de TRAF2 conduit à la 
formation de complexes secondaires appelés complexes II. Ces complexes sont formés par une 
interaction homotypique entre TRADD (complexe IIa) ou RIP1 (complexe IIb) et l’adaptateur FADD (Fas 
associated protein with death domain), ce dernier recrutant la pro-caspase 8 ou 10. Ces complexes II 
conduisent à terme à la mort de la cellule par apoptose ou nécroptose (Micheau and Tschopp, 2003; 
Varfolomeev et al., 2007; Vince et al., 2008). De plus, le clivage de RIP1 au niveau de l’acide aspartique 
324 par la caspase 8 donne naissance à deux produits de RIP1 : un fragment N-terminal contenant le 
domaine sérine/thréonine de RIP1 et un fragment C terminal contenant le domaine intermédiaire et 
de mort de RIP1. Le fragment C terminal de RIP1 favorise l’apoptose en permettant le recrutement de 
FADD au niveau du récepteur TNFRI (Kim et al., 2000).  
- Le Ripoptosome. Cette plateforme contient la protéine RIP1, la caspase 8 et FADD (Geserick et 
al., 2009). Ce complexe est formé indépendamment de l’activation des récepteurs de mort, suite à un 
dommage porté à l’ADN après stress génotoxique ou suite à une délétion de cIAP1 mais aussi par 
l’accumulation de la protéine RIP1 (Tenev et al., 2011). Une fois formé, ce complexe entrainera 
l’activation de la caspase 8 qui aboutira à la mort des cellules par apoptose. La présence au sein de ce 
complexe de la protéine RIP3 formera un nouveau complexe nommé « necroptosome ». Ce complexe 
aboutira cette fois ci à la mort des cellules par nécrose (Bertrand et al., 2011; Feoktistova et al., 2011; 
Zhang et al., 2009).  
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cIAP1 est un déterminant de l’assemblage des plateformes dépendantes de la protéine RIP1 grâce à sa 
capacité à modifier par ubiquitinylation cette kinase. Dans le complexe I, cIAP1 induit une 
ubiquitinylation de type K63 et K11 de RIP1. L’ubiquitinylation de RIP1 est un signal permettant le 
rapprochement de complexes protéiques et engendra à terme l’activation de NF-κB (voir chapitre 
suivant). De plus, l’ubiquitinylation de la lysine 377 de RIP1 par cIAP1 inhibe l’activité kinase de RIP1 
nécessaire à la formation du Ripoptosome (Tenev et al., 2011). Pour finir cIAP1 peut induire une 
ubiquitinylation de type K48 conduisant à la dégradation de RIP1 (Bertrand et al., 2011).  
 
 
Figure 11: Inhibition de la formation des plateformes protéiques impliquées dans l’apoptose par cIAP1 
cIAP1 peut inhiber l’apoptose  en ubiquitinylant RIP1 (K63, K11 et linéaire) ce qui permet à terme à l’activation de la voie 
classique du facteur de transcription NF-κB. Le variant Caspase 9b augmente l’activité E3 ubiquitine ligase de cIAP1 et favorise 
l’activation classique de la voie NF-κB. cIAP1 inhibe la formation du Ripotosome et du Necroptosome par ubiquitinylation 
(K48) de RIP1 qui sera alors dégradé par le protéasome. 
TNFRI: Tumor Necrosis Factor (TNF) Receptor, RIP1: Receptor-Interacting Protein 1, TRAF2: TNF receptor-associated factor 2, 
TRADD: Tumor necrosis factor receptor type 1-associated DEATH domain, cIAP1: cellular Inhibitor of Apoptosis 1, FADD: Fas-
Associated protein with Death Domain, APAF1: Apoptotic peptidase activating factor 1. 
 
 
b) Régulation de la signalisation du facteur de transcription NF-κB : importance 
des partenaires RIP1, NIK  
 
Le facteur de transcription NF-κB est retrouvé dans la cellule en tant qu’homodimère ou 
hétérodimère formé à partir de cinq membres : p65 (ou RelA), p105/p50 (NF-κB1), p100/p52 (NF-κB2), 
RelB et cRel. Cette homo ou hétéro-dimérisation est possible grâce au domaine RHD (Rel homology 
domain) présent en N terminal de ces différents membres.  
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A l’état inactif, les dimères NF-κB sont associés à une protéine de la famille IκB (inhibitor of kappa B) : 
IκBα (inhibitor of kappa B alpha), IκBβ (inhibitor of kappa B beta), IκBε (inhibitor of kappa B epsilon) ou 
aux précurseurs p100 et p105 (Hayden and Ghosh, 2008). 
Il existe deux voies différentes d’activation du facteur de transcription NF-κB : la voie classique ou 
canonique et la voie alternative ou non canonique. La protéine cIAP1 régule ces deux voies de 
signalisation. 
 Voie classique ou canonique : 
La stimulation par le TNF-α du récepteur TNFR1 conduit à la formation du complexe I (voir 
paragraphe précédent). Au sein de ce complexe, cIAP1 s’auto-ubiquitinylera et ubiquitinylera la 
protéine RIP1.  
 Les chaînes d’ubiquitines formées par cIAP1 sur RIP1 sont de plusieurs types : 
-  type K63 : prévient l’interaction de RIP1 avec FADD et la caspase 8 empêchant la formation du 
complexe II et sert de plateforme pour le recrutement d’effecteurs tels que le complexe TAK1/TAB 
(Transforming growth factor beta activated kinase 1), le complexe IKK (IκB kinase, IKKα/IKKβ/IKKϒ) et 
le complexe LUBAC (linear ubiquitin chain assembly complex composé HOIP, HOIL-1L, SHARPIN). Ce 
recrutement est possible grâce au domaine de liaison d’ubiquitine présent sur TAB2 et IKKϒ (Mahoney 
et al., 2008; Varfolomeev et al., 2008). 
- type K11 : permet d’augmenter le recrutement d’IKKϒ et donc de stimuler l’activation de NF-
κB (Dynek et al., 2010b). 
- type linéaire : permettrait d’augmenter comme celle réalisée par LUBAC, la stabilité du 
complexe I ainsi que le recrutement d’IKKϒ (Bertrand et al., 2011; Ofengeim and Yuan, 2013). 
Au sein de cette plateforme de signalisation, TAK1 phosphoryle IKKβ. Cette phosphorylation entraine 
la stimulation de la phosphorylation du répresseur IκBα, signal entrainant son ubiquitinylation et sa 
dégradation par le protéasome ce qui libère le facteur de transcription NF-κB (p50/p65 ou p50/cRel). 
Ce facteur de transcription sera transloqué dans le noyau et activera les gènes de survies (Bcl-xl, Bcl-2, 
Nr13, c-FLIP…) ainsi que les gènes responsables de la production de cytokines et chémokines pro-
inflammatoires (IL-6, TNF-α, IL-1β, IL-8…) (Catz and Johnson, 2001; Collart et al., 1990; Hiscott et al., 
1993; Kang et al., 2007; Kreuz et al., 2001; Lee et al., 1999; Mahoney et al., 2008; Son et al., 2008). 
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 Voie alternative ou non canonique : 
 
La kinase NIK (NF-κB inducing kinase) est nécessaire à l’activation de la voie alternative 
de NF-κB en permettant la phosphorylation activatrice de la sous-unité α d’IKK (Figure n°12). Sans 
stimulation, le complexe TRAF2-cIAP1 lie TRAF3 qui recrute la protéine NIK.  Au sein de ce complexe 
cIAP1 induit l’ubiquitinylation de type K48 de NIK favorisant sa dégradation par le protéasome.  
Lors de la stimulation des récepteurs CD40, LTβR (Lymphotoxin β receptor), BAFF-R (BAFF receptor), 
le complexe cIAP1-TRAF2-TRAF3 va être recruté au niveau de ces récepteurs. Ce recrutement libère la 
kinase NIK. TRAF2 et TRAF3 seront dégradés suite à une ubiquitinylation dégradative de ces protéines 
par cIAP1 au niveau des récepteurs.  
Une fois libre, NIK va phosphoryler IKKα qui phosphorylera à son tour le précurseur p100, permettant 
sa protéolyse limitée par le protéasome pour donner naissance à p52. Pour finir le dimère p52/RelB 
est transloqué dans le noyau où il active des gènes de survies ou des gènes des cytokines et chémokines 
pro-inflammatoires (Varfolomeev et al., 2007; Zarnegar et al., 2008).  
 
 
Figure 12: Régulation du facteur de transcription NF-kB par cIAP1 
cIAP1 régule la voie classique d’activation de NF-κB en ubiquitinylant RIP1 (K63, K11 et linéaire). Cette ubiquitinylation permet 
le rapprochement des complexes protéiques essentiels à l’activation de NF-κB.  
De plus cIAP1 régule la voie alternative de NF-κB par l’ubiquitinylation dégradative de NIK, acteur indispensable à l’activation 
de cette voie alternative. Suite à une stimulation, le complexe cIAP1 TRAF2 est recruté au niveau des récepteurs, NIK est 
libéré et pourra activer la voie alternative.  
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c) Immunité innée : importance des partenaires RIP2, TRAF3 
 
Les récepteurs de la famille PRRs (Pattern Recognition Receptor) reconnaissent des motifs 
moléculaires nommés PAMP (Pathogen Associated Molecular Patterns), générés suite à une infection 
par des pathogènes. Ces récepteurs peuvent aussi reconnaitre des molécules endogènes 
intracellulaire: les DAMPs (Danger/Damage-Associated Molecular Patterns) (Bertrand et al., 2009). 
 
La famille des récepteurs PRRs comprend plusieurs sous-familles : les récepteurs de la famille 
NLR (Nod-Like Receptor) incluant NOD1 et NOD2, les récepteurs de la famille TLR (Toll-Like-Receptor), 
les récepteurs de la famille RLR (RIG-Like Receptor). La stimulation des PRRs peut conduire à la 
formation de l’inflammasome permettant la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires IL-1β et IL-18, 
à l’activation de la voie NF-κB permettant la production de cytokines et chémokines pro-
inflammatoires, à la sécrétion de molécules d’adhésion et de peptides antimicrobiens et à l’activation 
de la voie des MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) ou de la voie IRF (Interferon Regulatory 
Factor).  
cIAP1 peut intervenir à différents niveaux : 
- cIAP1 contrôle l’activation de NF-κB. Il est recruté avec la kinase RIP2 au niveau des récepteurs 
NOD1/2 et catalyse l’ubiquitinylation de type K63 sur la kinase RIP2. Ces chaînes d’ubiquitines sont des 
signaux permettant la formation de la plateforme d’activation de NF-κB comme précédemment décrit 
(Bertrand et al., 2009). 
- cIAP1 régule le pool d’expression de TRAF3. TRAF3 prévient la translocation cytosolique de 
complexes importants pour l’activation de la voie MAPK dépendante de MyD88 (Myeloid 
Differentiation primary response protein 88). TRAF3 est donc un régulateur négatif de la voie MAPK. 
Lors d’une stimulation du récepteur TLR4 par le LPS, un complexe multi-protéique est formé au niveau 
du récepteur. Ce complexe contient : cIAP1, TRAF3, TRAF6.  
cIAP1 ubiquitinyle TRAF3  (type K48) permettant  sa dégradation par le protéasome.  
Le régulateur négatif TRAF3 étant dégradé, la voie des MAPK peut être activée permettant ainsi la 
production de cytokines et chémokines pro-inflammatoires (Tseng et al., 2010). 
 
Des résultats contradictoires montrent un rôle de cIAP1 dans la régulation de l’inflammasome. 
La première étude montre que cIAP1 est capable d’induire une ubiquitinylation de type K63 de la 
caspase 1 (composant de l’inflammasome), favorisant ainsi son activation et la production d’IL-1β 
mature (Labbé et al., 2011). La seconde équipe montre un effet inhibiteur de cIAP1 sur la maturation 
de la pro-IL-1β après une stimulation des TLR.  
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Une délétion de cIAP1, cIAP2 et XIAP entraine une augmentation de l’activation de l’inflammasome 
contenant l’adaptateur NLRP3 (NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 3). Cette activation 
nécessite la kinase RIP3 et la production de radicaux oxygénés (Vince et al., 2012).  
 
 
 
 
Figure 13: Régulation par cIAP1 de l'immunité innée 
Lors d’une réponse immunitaire cIAP1 permet d’ubiquitinyler RIPK2 entrainant la production de cytokines, chemokines ou 
protéines impliquées dans la réponse immunitaire via l’activation de la voie NF-κB et des MAP kinases. De plus cIAP1 
provoque la dégradation de TRAF3 par le protéasome ce qui permet l’activation des MAP Kinases. Enfin, deux études 
contradictoires ont montré la capacité de cIAP1 à favoriser le clivage de la pro-IL-1β et pro-IL18 entrainant leur maturation 
ou à l’inverse empêchant la maturation de ces deux protéines.  
 
 
d) Autres Fonctions : 
D’autres partenaires de cIAP1 ont été identifiés et sont présentés dans le tableau n°1. Ces partenaires 
sont impliqués dans différents processus cellulaires comme le remodelage du réseau d’actine et la 
migration cellulaire, la différentiation, la prolifération cellulaire … 
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Tableau 1: Principales cibles de cIAP1 
Cibles Action de cIAP1 Effet de cIAP1 
Processus biologique 
impliqué 
Référence 
Caspase 3, 7, 9a Ubiquitinylation dégradative (K48)  Inhibition Apoptose 
 
(Choi et al., 2009; 
Srinivasula et al., 
2001) 
 
Caspase 1, pro-
IL-1β 
 - Ubiquitinylation non dégradative  
 
Stimulation 
 
Inflammation (Labbé et al., 2011) 
c-RAF Ubiquitinylation dégradative Inhibition 
Migration cellulaire et 
 voie MAP kinases 
(Dogan et al., 2008) 
cdc42 
Liaison : stabilisation forme  
inactive de cdc42 
Régulation de 
l’activité 
Remodelage du réseau 
d'actine : formation de 
filopodes. 
(Marivin et al., 2014) 
Mad1 Ubiquitinylation dégradative (K48) Inhibition 
Activation c-myc, 
Prolifération 
(Xu et al., 2007) 
NIK Ubiquitinylation dégradative (K48) Inhibition Voie NF-κB 
 
(Varfolomeev et al., 
2007; Zarnegar et al., 
2008) 
 
Rac 1  Ubiquitinylation dégradative Inhibition Migration cellulaire 
 
(Oberoi et al., 2012) 
 
RIP1 
Ubiquitinylation dégradative (K48) 
et non dégradative (K11, K63 et 
linéaire) 
Stimulation  
 Inhibition 
Voie NF-κB 
Formation Ripoptosome 
 
 (Dynek et al., 2010; 
Mahoney et al., 2008; 
Ofengeim and Yuan, 
2013) 
 
RIP2 
Ubiquitinylation non dégradative 
(K63)  
Stimulation 
Voie NF-κB et MAP 
kinases 
(Bertrand et al., 2009) 
TRAF2 
 -Ubiquitinylation dégradative 
 
-Liaison avec cIAP1 : recrutement  
au niveau des récepteurs de mort 
Inhibition 
 
 
Stimulation 
 - Différenciation des 
macrophages 
 
 
- Voie NF-κB 
 
(Dupoux et al., 2009; 
Li et al., 2002; Mace 
et al., 2010; Roy et al., 
1997; Samuel et al., 
2006) 
 
TRAF3 Ubiquitinylation dégradative (K48) Stimulation Voie MAP kinases (Tseng et al., 2010) 
TRAF6 - ATM Liaison avec cIAP1 Stimulation 
Réponse aux dommages 
 à l'ADN 
(Hinz et al., 2010) 
Chk1 Liaison avec cIAP1 Rôle indéterminé 
Réponse aux dommages 
 à l'ADN  
(Galvan et al., 2004) 
Régulateurs Action du régulateur Effet sur cIAP1 
Processus biologique 
impliqué 
Référence 
OTUB1 
Favorise l’activation de NF-κB 
stabilisant de cIAP1 (enlève les 
chaînes K48 de cIAP1)   
        Stabilisation Voie NF-κB 
 
(Goncharov et al., 
2013) 
 
Caspase 9b 
Liaison : stimulation de l'activité E3 
ubiquitine ligase de cIAP1 
Stabilisation  Voie NF-κB (Vu et al., 2016) 
HSP90β 
Liaison avec cIAP1 : translocation 
du noyau vers le cytoplasme 
Translocation Différenciation cellulaire (Didelot et al., 2008) 
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e) Analyse des souris déficientes : 
 
cIAP1, cIAP2 et XIAP présentent de fortes homologies structurales et fonctionnelles. Ils ont la 
capacité de lier des partenaires communs, au moins in vitro. Par exemple, cIAP1 et cIAP2 sont capables 
d’interagir avec l’adaptateur moléculaire TRAF2 (TNF receptor-associated factor 2) et la protéine 
kinase RIP1 (Receptor-Interacting Protein 1) (Park et al., 2004; Samuel et al., 2006). De plus, cIAP1, 
cIAP2 et XIAP sont tous les trois capables de lier Smac/Diablo, l’inhibiteur endogène des IAP.  
Il existe donc des mécanismes de compensation et redondance fonctionnelle entre les membres de 
cette famille. Les souris dépourvues de cIAP1, cIAP2 ou XIAP ne présentent aucune anomalie 
phénotypique. Les souris cIAP1-/- ont un niveau d’expression de cIAP2 augmenté dans certains tissus 
tels que la rate. Inversement, une augmentation de cIAP1 est retrouvée dans tous les tissus, en 
particulier au niveau de la rate, dans les cellules immunitaires du tissu splénique, dans les cellules du 
thymus, les fibroblastes embryonnaires et dans les macrophages (Mahoney et al., 2008) des souris 
cIAP2-/-.  
 
Une élégante étude menée par Moulin et collaborateurs dans l’équipe du Dr David Vaux 
(Melbourne, Australie) a montré que la délétion combinée de cIAP1 et cIAP2 ou cIAP1 et XIAP entraine 
une létalité embryonnaire des souris par hémorragie et défaillance cardiaque (Moulin et al., 2012) 
alors que les souris cIAP2-/- XIAP-/- survivent, soulignant l’importance de cIAP1. Les mécanismes de 
létalité ont été étudiés et impliquent la signalisation du TNFR1 et un rôle important de la kinase RIP1. 
En effet, les auteurs montrent qu’une perte du récepteur TNRF1 permet aux souris déficientes en cIAP1 
et en cIAP2 de naitre. De plus, les souris cIAP1-/- cIAP2-/- ne possédant plus la protéine kinase RIP1 sont 
vivantes au stade embryonnaire E15.5 alors que celles possédant la protéine RIP1 meurent entre le 
stade E10.5 et E11.5 (Moulin et al., 2012).  
 
 
3) Implication de cIAP1 dans le cancer :  
 
Les propriétés oncogéniques de cIAP1 ont été mises en évidence en 2006 dans un modèle 
d’hépatocarcinome murin. Les auteurs ont transplanté chez la souris des hépatoblastes p53-/- 
exprimant c-myc. Une analyse génomique des tumeurs a montré la présence dans une proportion 
significative de tumeurs de l’amplification d’une région chromosomique (amplicon 9A1) contenant les 
gènes codant cIAP1, cIAP2 et Yap.  Une transplantation secondaire de ces cellules dans lesquelles cIAP1 
a été inactivé par une stratégie d’interférence à ARN diminue considérablement la croissance tumorale 
(Zender et al., 2006). 
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 Dans une seconde étude visant à déterminer les évènements associés à la perte de p53 dans 
le développement d’ostéosarcome, l’amplicon 9A1 a aussi été identifié (Ma et al., 2009).  
Enfin, dans une étude recherchant l’impact de la délétion de p53 et de Rb (Retinoblastoma) sur le 
développement de cancer mammaire, l’amplicon a de nouveau été mis en évidence dans les tumeurs 
issues de cellules p53-/- Rb+/+ mais jamais dans les échantillons p53-/- Rb-/-  suggérant que l’amplicon 9A1 
pourrait compenser la perte de Rb dans le développement tumoral (Cheng et al., 2010). 
Dans les tumeurs humaines, l’amplification de la région équivalente (amplicon 11q21-22) a été 
retrouvée dans des hépatocarcinomes (Zender et al., 2006) ainsi que dans des glioblastomes (Weber 
et al., 1996), médulloblastomes (Reardon et al., 1997), cancer du poumon (Dai et al., 2003; Ferreira et 
al., 2001), cancer de l’œsophage (Imoto et al., 2001), cancer du col de l’utérus (Imoto et al., 2002), 
cancer ORL (Snijders et al., 2005), cancer du pancréas (Bashyam et al., 2005). 
 
 Indépendamment de l’amplification de cette région chromosomique, cIAP1 est surexprimée 
dans le cancer du col de l’utérus (Liu et al., 2001), le cancer de la prostate (Krajewska et al., 2003), le 
cancer colorectal (Ponnelle et al., 2003), la leucémie lymphoïde chronique (Grzybowska-Izydorczyk et 
al., 2010; Silva et al., 2006; Vallat et al., 2003), le carcinome de la tête et du cou (cellules épidermiques) 
(Tanimoto et al., 2005),  le carcinome de la langue (Qi et al., 2008) et le cancer de la vessie (Che et al., 
2012).  
De plus, des études de cohortes cliniques montrent une corrélation positive entre 
l’augmentation d’expression nucléaire de cIAP1 et un mauvais pronostique des patients atteints d’un 
carcinome primaire épidermique utérin ou d’un carcinome épidermique de la tête et du cou (Che et 
al., 2012). Cette corrélation a été retrouvée aussi dans le cancer de la vessie (où l’expression nucléaire 
de cIAP1 semble favoriser la récurrence tumorale et le risque de mortalité des patients) (Che et al., 
2012) et dans la leucémie lymphoïde chronique (Grzybowska-Izydorczyk et al., 2010). 
 
cIAP1 possède aussi des propriétés suppressives de tumeur dans certaines conditions. 
En effet, les gènes codant pour cIAP1 et cIAP2 sont mutés dans des échantillons de myélomes. Cette 
mutation entraine une activation constitutive de la voie alternative de NF-κB (Keats et al., 2007). 
 
4) Antagonistes des IAP : les « Smac mimetics »  
 
Afin de neutraliser l’activité des IAP dans les tumeurs, des antagonistes ont été synthétisés. 
L’objectif initial était d’inhiber l’activité « anti-caspase » de XIAP. La stratégie utilisée a consisté à 
construire des molécules mimant l’activité de Smac, l’inhibiteur endogènes des IAP. Ces molécules ont 
été appelées « Smac mimetics » (SM). La première génération de molécules lie un seul domaine BIR2 
ou BIR3 de XIAP. Ce sont des SM monovalents.  
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La seconde génération inclue des molécules bivalentes qui miment l’action du dimère Smac. Les SM 
bivalents lient le BIR2 et le BIR3 des IAP et montrent une meilleure efficacité in vitro que les SM 
monovalents (Fulda and Vucic, 2012; Welsh et al., 2016). Cependant, ces molécules ont le désavantage 
de présenter une mauvaise solubilité. A la différence des SM monovalents, ils ne peuvent pas être 
administrés par voie orale. 
 
Les SM sont capables de lier aussi bien XIAP, cIAP1, cIAP2 que ML-IAP. Comme initialement 
espéré, les SM bloquent l’activité « anti-caspase » de XIAP. Cependant, ces molécules ont aussi la 
particularité d’induire la dimérisation et l’activation très rapide de l’activité E3-ubiquitine ligase de 
cIAP1. Ceci conduit dans un premier temps à l’ubiquitinylation de RIP1 et l’activation de NF-κB 
induisant la production de cytokines pro-inflammatoires, puis à une auto-ubiquitinylation de cIAP1 et 
dans certains modèles cellulaires l’ubiquitinylation par cIAP1 de cIAP2 et XIAP conduisant à une 
dégradation et déplétion très rapide des IAP. Ceci favorise considérablement la formation du 
Ripoptosome suite à stress génotoxique ou à la formation d’un complexe II suite à une stimulation des 
récepteurs de mort conduisant à une mort apoptotique ou nécrotique (Fulda and Vucic, 2012). 
 
Les essais précliniques montrent une efficacité anti-tumorale dans des tumeurs solides ainsi 
que dans des leucémies lymphoïdes aiguës et des myélomes. Ces molécules sont de puissants agents 
sensibilisants à la mort cellulaire induite par la chimiothérapie, la radiothérapie ou par des agents 
ciblant les récepteurs de mort (Pour revue (Dubrez et al., 2013)).  
Plusieurs problèmes se posent quant à l’utilisation de ces molécules. Les SM provoquent une 
production de cytokines pro-inflammatoires pouvant entrainer des effets secondaires indésirables sur 
les cellules saines du patient : 
- La dégradation de cIAP1 par ajout d’un Smac mimetic dans des cellules de glioblastome 
provoque une activation de la voie alternative de NF-κB. Cette activation favorise la sécrétion de TNF 
et la migration des cellules (Tchoghandjian et al., 2013) 
- L’ajout de Smac mimetics entraine une activation aberrante de la voie alternative de 
NF-κB. Cette activation stimule l’ostéoclastogenèse entrainant le développement de l’ostéoporose 
(Yang et al., 2013).   
 
Pour finir, cIAP1 et les autres IAP possèdent de nombreux rôles importants au bon 
développement de la cellule, il serait donc intéressant de cibler la ou les fonctions de ses protéines 
impliquée(s) dans leurs propriétés oncogéniques et non dégrader la protéine entière. 
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Figure 14: Structure de certains Smac-mimetics et du tétrapeptide AVPI 
Représentation de la structure chimique de deux Smac mimetics bivalents : le birinapant et le BV6, d’un monovalent : le 
GDC0152 et le tétrapeptide correspondant à l’IBM de Smac : AVPI. 
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III] Introduction Bibliographique 2ème partie : E2F1. 
1) E2F1 membre de la famille E2F 
a) Découverte et classification de la famille E2F : 
 
Le premier membre de la famille E2F (E2 promoter binding factor), a été découvert en 1986 
dans l’équipe de recherche dirigée par le Dr JR Nevins. Ce membre a été décrit comme facteur 
nucléaire capable d’activer le promoteur adénoviral E2 en réponse à la protéine virale E1A (Kovesdi et 
al., 1986).  Dans les années suivantes, la même équipe a identifié différents gènes cibles de E2F dans 
les cellules de mammifère dont c-myc, c-myb, DHFR (Dihydrofolate reductase) et EGFR (Epidermal 
growth factor receptor). De plus cette équipe a démontré une activation précoce de ce facteur de 
transcription en réponse à des signaux mitogènes (Mudryj et al., 1990). 
En 1991-1992, la découverte de la régulation d’E2F par le produit du gène suppresseur de tumeur 
Rétinoblastome (Rb) et la cycline A a fait l’objet de très nombreux articles (pour revue (Nevins, 1992)). 
L’équipe de recherche dirigée par le Dr LaThangue a aussi fortement contribué aux connaissances sur 
la biologie E2F par l’identification des co-régulateurs de la famille DP, mais aussi par l’identification 
d’autres membres de la famille E2F et par son analyse des mécanismes de régulation de ces protéines 
par des modifications post-traductionnelles.  
 
La protéine Rb et les E2F sont très conservés et des homologues de ces protéines sont 
retrouvés chez de nombreuses espèces telles que les drosophiles, les vers, les grenouilles, les poulets, 
certaines plantes et les mammifères (Dimova and Dyson, 2005). La famille E2F comporte 10 membres 
chez les mammifères codés par 8 gènes : E2F1, E2F2, E2F3a, E2F3b, E2F4, E2F5, E2F6, E2F7a et 7b et 
E2F8  (Figure n°15) (pour revue (Ertosun et al., 2016)).  
 
Les E2F sont des facteurs de transcription, capables d’activer ou de réprimer l’expression de gènes 
cibles. Ils ont été divisés en trois groupes selon leur fonction dans la régulation transcriptionnelle :  
- les activateurs de la transcription E2F1, E2F2 et E2F3a sont capables de recruter une histone 
acétyltransférase (HAT), enzyme favorisant l’activation de la transcription en décondensant la 
chromatine via le transfert d’un groupement acétyle sur une histone (Ertosun et al., 2016). Leur 
expression est régulée au cours du cycle cellulaire. Leur activité maximale se situe en fin de phase G1, 
permettant l’expression des gènes nécessaires pour la synthèse de l’ADN et la progression des cellules 
en phase S.  
- les répresseurs E2F3b, E2F4 et E2F5 ont une expression constitutive. Ils répriment la 
transcription de gènes contrôlant la prolifération cellulaire.  
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E2F4 et E2F5 interagissent avec une histone désacétylase (HDAC), enzyme possédant un rôle inverse 
de l’histone acétyltransférase c’est-à-dire qu’elle réprime l’expression des gènes (Ertosun et al., 2016). 
Concernant E2F3b, bien qu’il soit classé dans les « répresseurs », son activité est proche des E2F 
activateurs.  
- les E2F inhibiteurs E2F6, E2F7a, E2F7b et E2F8 rentrent en compétition avec les autres 
membres E2F pour la liaison sur les promoteurs cibles E2F (Ertosun et al., 2016).   
 
Tous les membres de cette famille possèdent au moins un domaine de liaison à l’ADN (E2F7a 
et b, E2F8 possèdent deux domaines de liaison à l’ADN). Les différents domaines présents chez les E2F 
activateurs, répresseurs et inhibiteurs sont représentés dans la figure n°15. 
 
 
Figure 15: Structure des membres de la famille E2F 
Représentation de la structure des différents domaines des membres de la famille E2F qui sont divisés en 3 groupes distincts: 
activateur, répresseur et inhibiteur. 
Les E2F activateurs possèdent une séquence NLS (nuclear localization signal), signal d’import nucléaire de la protéine réaliser 
par un transport actif  (Ivanova et al., 2007), un site de liaison du complexe cycline A/cdk2, un site de dimérisation (contenant 
une glissière à leucine et une « marked box » : (permet l’interaction des E2F avec des corégulateurs) impliquée dans les 
fonctions pro-apoptotiques d’E2F1), un domaine de transactivation contenant un site de liaison des « protéines à poche » 
(pocket proteins). 
Les E2F répresseurs possèdent des séquences d’export nucléaire NES (Nuclear export signal), un domaine de dimérisation, 
un site de liaison des « protéines à poche ».  
Les E2F inhibiteurs quant à eux possèdent un ou deux domaines de liaison à l’ADN et un domaine de dimérisation uniquement 
pour la protéine E2F6.  Le site de liaison des « protéines à poche » permet aux E2F de lier les protéines de la famille Rb : E2F1, 
E2F2 et E3F3 lient principalement la protéine Rb tandis que E2F4 lie Rb mais aussi deux autres membres de cette famille p107 
et p130. E2F5 quant à elle s’associe avec p130 (Dyson et al., 1998). 
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Le domaine de dimérisation présent sur certains membres de la famille E2F (E2F1 à E2F6) 
permet à ces protéines de former un hétérodimère avec un membre de la famille DP (Dimerization 
Partner) : DP1 ou DP2. La formation de cet hétérodimère permet la liaison de ces E2F sur leur 
promoteur cible et est donc indispensable à leur activité transcriptionnelle (Polager and Ginsberg, 
2008). DP4, un autre membre de la famille DP, peut lier E2F1 via ce domaine mais contrairement à DP1 
et DP2/3, il agit en tant qu’inhibiteur de l’activité d’E2F1 (Poppy Roworth et al., 2015).  
La fonction du complexe E2F/DP est déterminée par la protéine E2F (DeGregori and Johnson, 2006).  
E2F7 et E2F8 contrairement aux autres membres ne forment pas d’hétérodimère avec la famille DP, 
mais forment des homodimères E2F7-E2F7 ou E2F8-E2F8 ainsi qu’un hétérodimère E2F7-E2F8, leur 
permettant de lier l’ADN et d’exercer leur activité transcriptionnelle sur leurs promoteurs cibles 
(Polager and Ginsberg, 2008). 
La structure des membres de la famille DP possède des homologies avec la structure des membres de 
la famille E2F.  
 
 
Figure 16: Structure de la famille DP et dimérisation 
A] Représentation de la structure des membres de la famille DP (Dimerization Partner) d’après (DeGregori and Johnson, 
2006). 
B] E2F1 inactif liera son partenaire DP1 ou DP2, ce qui augmentera l’affinité de liaison d’E2F1 sur les promoteurs de ces gènes 
cibles permettant ainsi leur transcription.  
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b) Fonction d’E2F : 
 
Bien que des fonctions non transcriptionnelles aient aussi été décrites, la principale activité 
d’E2F1 est liée à son activité stimulateur de la transcription. Les cibles E2F1 sont impliquées dans 
différents processus cellulaires qui peuvent être antagonistes tels que la transition G1-S du cycle 
cellulaire, la réponse des cellules à un dommage porté à l’ADN, l’apoptose, l’autophagie, l’angiogenèse 
(Tableau n°2). Suivant le contexte cellulaire, E2F1 peut donc être promoteur de la prolifération 
cellulaire, favoriser un arrêt des cellules dans le cycle cellulaire pour permettre la réparation de l’ADN 
ou encore stimuler l’apoptose. La fonction la plus étudiée d’E2F1 est sa fonction régulatrice du cycle 
cellulaire.  
 
Les souris dépourvues d’un des membres activateurs de la famille E2F (E2F1, E2F2 ou E2F3) 
sont viables mais présentent des anomalies de prolifération cellulaire. La viabilité de ces souris a été 
expliquée par l’effet compensateur des différents membres entre eux, par contre la perte d’E2F1 
combinée à E2F3 ou la perte d’E2F1, E2F2 et E2F3 est létale au stade de développement embryonnaire 
(Wu et al., 2001). Les souris dépourvues d’E2F1 présentent une hyperplasie et néoplasie en vieillissant 
(Wu et al., 2001) et possèdent une augmentation de la prolifération de thymocytes immatures au 
niveau du cortex du thymus. Cette augmentation provoquée par un défaut d’apoptose des thymocytes 
se traduit par la présence d’un thymus de taille plus importante (Field et al., 1996). 
De plus une augmentation de la prolifération des cellules hématopoïétiques est observée dans des 
souris déficientes en E2F2 (Zhu et al., 2001). 
Un rôle autonome d’E2F3 sur la prolifération cellulaire a été démontré par le système Cre-Flox dans 
des fibroblastes de souris. En effet, les souris déficientes en E2F3 n’étant pas viable, il a été nécessaire 
de passer dans un modèle d’extinction conditionnelle du gène codant pour E2F3 afin d’étudier son 
impact sur la prolifération cellulaire. Les cellules dépourvues d’E2F1 et d’E2F2 présentent une 
prolifération cellulaire excessive qui est complètement inhibée par la perte d’E2F3 (Wu et al., 2001).  
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Tableau 2: Cibles d'E2F1 : 
Cibles Fonctions Références 
Cycline A, E 
Cycle  
cellulaire 
(Duronio and O'Farrell, 
1995; Stanelle et al., 2002) 
DHFR (Dihydrofolate réductase) (Ishida et al., 2001) 
PCNA (proliferating cell nuclear antigen) (Duronio et al., 1995) 
Cdc20, 25A (cell division cycle 20, 25 A) (Ishida et al., 2001; Stanelle 
et al., 2002) 
p14ARF (Alternate Reading Frame tumor suppressor) (Bates et al., 1998) 
ASPP (Apoptosis stimulating Protein of p53) 
Réponse 
Aux 
dommages 
A l’ADN 
(Hershko et al., 2005) JMY (Junction mediating and regulatory protein) 
TP53INP1 (Tumor protein p53 inducible nuclear protein 1) 
ATM (Ataxia telangiectasia mutated) 
(Berkovich and Ginsberg, 
2003) 
ATR ( ATM Rad3 related) (Rogoff et al., 2002) 
FAK (Focal Adhesion Kinase) (Lieman et al., 2005) 
cFlips (short c Flice like inhibitory protein) (Salon et al., 2006) 
p73 (Irwin et al., 2000) 
PKR (protein kinase RNA activated) (Vorburger et al., 2002) 
PUMA (p53 Upregulated Modulator of Apoptosis) 
(Hershko and Ginsberg, 
2004) BIM (Bcl2 like 11) 
NOXA (NADPH oxidase activator) 
BIK (Bcl2 interacting killer) (Stanelle et al., 2002) 
DIP (Death associated protein kinase (DAPK) interacting protein) (Stanelle et al., 2005) 
Caspase 3, 7, 8, 9 (cysteine-dependent aspartate-directed  
protease 3,7,8,9) 
(Nahle et al., 2002) 
MAP3K5 (Mitogen Activated Protein kinase kinase kinase 5) (Müller et al., 2001) 
Smac/Diablo (Xie et al., 2006) 
APAF1 (Apoptosis Protease Activating Factor 1) (Moroni et al., 2001) 
Bcl2 (B-cell lymphoma 2) 
(Stanelle and Pützer, 2006) 
MCL1 (Myeloid Cell Leukemia 1) 
MCPH1 (Microcephalin 1) 
(Polager et al., 2002; Ren et 
al., 2002; Yang et al., 2008) BRCA1 (BReast CAncer 1) 
CHK1 (Checkpoint kinase 1) 
NER (Nucleotide excision Repair) (Guo et al., 2011) 
NBS1 (Nijmegen Breakage Syndrome 1)  
(Chen et al., 2011) 
MRN (Mre 11-Rad50-NBS1) 
TRAF2 (Tumor necrosis factor Receptor Associated Factor 2) 
 
Signalisation 
cellulaire  
 
 
 
(Phillips et al., 1999) 
BNip3 (Bcl2/adenovirus E1B nineteen kilodalton interacting protein 3) (Tracy et al., 2007) 
MAP1LC3 (Microtubule Associated Protein 1 Light Chain 3) 
(Polager et al., 2008) ATG1, 5 (AuTophaGy related 1,5) 
DRAM (Damage Regulated Autophagy Modulator) 
Acaca (AcetylCoA Carboxylase) 
(Denechaud et al., 2016) 
Scd1 (StearoylCoA Desaturase 1) 
Fasn (Fatty Acid Synthase) 
SreBP1c (Sterol regulatory element binding protein 1c) 
CHREBP (Carbohydrate responsive element binding protein) 
KiR6.2 (K+ ATP Channel inward rectifier) (Annicotte et al., 2009) 
ASK1 (Apoptosis signal regulating kinase 1) (Hershko et al., 2006) 
Gab2 (Grb2 associated binder 2) 
(Chaussepied and Ginsberg, 
2004) 
VEGF (Vascular endothelial growth factor) (Pillai et al., 2010) 
FGF (Fibroblast growth factor) (Tashiro et al., 2003) 
IGF-1 (Insulin like growth factor 1) (Schayek et al., 2010) 
IL-1β (Interleukin 1 beta) (Iglesias et al., 1998) 
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2) Régulation du facteur de transcription E2F1 
 
E2F1 possède des fonctions antagonistes, celles-ci impliquent la présence de mécanismes de 
régulation très fins.  
Cette régulation se fait à différents niveaux :  
 
- Régulation post-transcriptionnelle : 
 
Des petits ARN simple brin (21 à 23 nucléotides), nommés micro-ARN, peuvent se lier à l’ARN 
messager grâce à une partie homologue avec leur séquence et ainsi empêcher la traduction de cet 
ARN qui pourra être dégradé ou seulement réprimé.  
Un grand nombre d’études montrent que le facteur de transcription E2F1 peut être réprimé par 
l’action de différents micro-ARN. Une liste non exhaustive de micro-ARN ciblant E2F1 sont répertoriés 
dans le tableau n°3.  
 
Tableau 3: Micro-ARN ciblant le facteur de transcription E2F1 : 
MicroARN Types de Cellules étudiées Références 
miR-10b Glioblastome (Teplyuk et al., 2015) 
miR-17 Cellule cancer du col de l’utérus, cellule lymphoblastoïde (O'Donnell et al., 2005) 
miR-17-5p Cellule du cancer du poumon,  
cellule mononucléaire du sang périphérique 
(Coller et al., 2007; Sarhan et al., 
2015) 
 
miR-17-92 Fibroblaste  (Pickering et al., 2009) 
miR-20a Cellule cancer du col de l’utérus, cellule lymphoblastoïde (O'Donnell et al., 2005) 
miR-34a Cellule lymphoblastoïde, fibroblaste (Zauli et al., 2011) 
miR-106-25 Cellule de l'estomac  (Petrocca et al., 2008) 
miR-106a Glioblastome (Yang et al., 2011a) 
miR-122 Hépatocyte  (Wang et al., 2014) 
miR-136 Glioblastome (Chen et al., 2014) 
miR-149* Cellule cancer du col de l’utérus, neuroblastome (Lin et al., 2010) 
miR-205 Mélanome (Dar et al., 2011) 
miR-223 Lymphome (Pulikkan et al., 2010) 
miR-320 Ostéosarcome (Wu et al., 2016) 
miR-320b Cellule du cancer du sein (Cataldo et al., 2016) 
miR-330 Cellule du cancer de la prostate (Lee et al., 2009) 
miR-331-3p Cellule du rein (Guo et al., 2010) 
miR-342-3p Cellule cancer du poumon (Tai et al., 2015) 
miR-493 Cellule du cancer du poumon  (Gu et al., 2014) 
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En dehors de ces micro-ARN, l’activation du promoteur d’E2F1 peut être régulée par E2F1 lui-
même mais aussi par d’autres membres de la famille E2F tels que E2F7 et E2F8 (Li et al., 2008), les co-
activateurs DP ainsi qu’un bon nombre d’autres protéines.  
Par exemple, DP1 régulera positivement la transcription du gène codant pour E2F1 (Bandara et al., 
1994) alors que DP4 réprimera la transcription de ce gène (Milton et al., 2006).  
 
- Régulation par des cofacteurs : 
 
Les premiers cofacteurs associés à E2F1 découvert sont la protéine Rb et la protéine DP1. 
La protéine Rb inhibe l’activité transcriptionnelle d’E2F1 (voir chapitre III)2) a)) alors que le facteur DP1 
est essentiel à l’activité d’E2F1. 
De nombreux cofacteurs réprimant ou activant une fonction particulière d’E2F1 ont été identifiés à ce 
jour, certains cofacteurs sont répertoriés dans le tableau n°4.  
 
Tableau 4:Liste non exhaustive de cofacteurs d'E2F1 : 
Cofacteurs Action sur E2F1 Référence 
pRb Inhibe l'activité transcriptionnelle d'E2F1 (Lees et al., 1993) 
Cycline A Inhibe la capacité d'E2F1 à lier l'ADN (Xu et al., 1994) 
KAP1 Inhibe l'acétylation d'E2F1 nécessaire à sa stabilisation (Wang et al., 2007) 
DP4 Inhibe l'activité transcriptionnelle d'E2F1 (Milton et al., 2006) 
NPDC1 Inhibe la capacité d'E2F1 à lier l'ADN (Sansal et al., 2000) 
Alien Inhibe l'activité transcriptionnelle d'E2F1, la prolifération cellulaire (Tenbaum et al., 2007) 
Ebp1 Inhibe l'activité transcriptionnelle d'E2F1 (Zhang et al., 2003) 
DP1 Stimule l'activité transcriptionnelle d'E2F1 (Bandara et al., 1994) 
EAPP 
Stimule l'activité transcriptionnelle d'E2F1 pour les cibles impliquées 
dans la prolifération 
et réprime celles impliquées dans l'apoptose. 
(Novy et al., 2005) 
ATAD2 Stimule l’activité d’E2F1  (Revenko et al., 2010) 
ACTR 
Stimule l'activité transcriptionnelle d'E2F1 et l’activation des cibles 
impliqués dans le cycle cellulaire 
(Louie et al., 2004) 
BRD2 
Stimule l'activité transcriptionnelle d'E2F1 et  
l'activation des cibles impliqués dans le cycle cellulaire 
(Peng et al., 2007) 
JAB1 
Stimule l'activité transcriptionnelle d'E2F1 et  
l'activation des cibles pro-apoptotiques 
(Hallstrom and Nevins, 2006) 
MDM2 Stimule la formation du complexe E2F1-DP1 (Martin et al., 1995) 
 
- Régulation post-traductionnelle : 
 
Il existe de nombreuses modifications post-traductionnelles permettant de réguler le devenir et la 
fonction d’une protéine.  
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Le facteur de transcription E2F1 subit une régulation très fine afin de pouvoir remplir le large 
éventail de rôles qui lui ont été attribués.  
Ce facteur subira différentes modifications post-traductionnelles qui pourront alors soit le stabiliser, 
stimuler son activité, ou au contraire l’inhiber ou provoquer sa dégradation.  
Sa régulation par des modifications post-traductionnelles a très bien été caractérisée au cours du cycle 
cellulaire ainsi que lors de la réponse aux dommages à l’ADN.  
 
Les différentes modifications post-traductionnelles pouvant réguler E2F1, sont les suivantes : 
- la phosphorylation, l’acétylation, la méthylation : réaction permettant l’ajout respectivement 
d’un groupement fonctionnel phosphate, acétyle ou méthyle sur une protéine, 
-  l’ubiquitinylation (voir chapitre III) 2) b) pour le processus détaillé), 
- la neddylation : ajout d’une molécule NEDD8 (neural precursor cell-expressed developmentally 
down-regulated 8) sur une protéine cible par un mécanisme similaire à celui d’ubiquitinylation 
impliquant trois enzymes : une enzyme activatrice E1 (APPBP-1-UBA3), une enzyme E2 de conjugaison 
(UBC12 ou UBE2F) et une ligase E3 spécifique du substrat (Loftus et al., 2012). 
-  la sumoylation : tout comme la neddylation et l’ubiquitinylation, c’est une réaction impliquant 
trois enzymes mais qui permet cette fois-ci de lier une protéine nommée SUMO (Small Ubiquitin-like 
MOdifier). 
- la citrunillation : réaction permettant la transformation d’une arginine en citrulline (acide 2-
amino-5-(carbamoylamino)-pentanoïque, acide aminé non protéinogène)(Ghari et al., 2016).  
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a) Régulation du facteur de transcription E2F1 au cours du cycle cellulaire : 
 
L’expression d’E2F1 est régulée au cours du cycle cellulaire, un pic d’expression est observé en 
fin de phase G1 permettant l’expression des gènes impliqués dans la transition de la phase G1-S. 
 Le niveau protéique d’E2F1 diminuera ensuite en fin de phase S. Cette différence de niveau 
d’expression est régulée par des modifications post-traductionnelles.  
 
 
Figure 17: Niveau d'expression d'E2F1 au cours du cycle cellulaire 
En début de phase de phase G1, la protéine Rb (Rétinoblastome) est sous forme hypophosphorylée et lie le complexe E2F1-
DP. 
Le complexe cycline D-cdk4/6 phosphoryle Rb libérant ainsi E2F1-DP, activateur de gènes impliqués dans la phase S du cycle 
(cycline A, cycline E.…). En fin de phase S, la cycline E est dégradée permettant au complexe cycline A/cdk2 de se former et 
d’inactiver E2F1 par phosphorylation. E2F1 est ensuite dégradé par le complexe SCFskp2 (skp1, Cullin-1, Rbx1 et skp2). 
L’intensité de la couleur rouge représente le niveau d’expression d’E2F1. 
 
Quiescence : les sites de liaison E2F sur les promoteurs des cibles « prolifération » sont occupés par 
E2F4 et E2F5. Ces facteurs de transcription inhibent la liaison des E2F activateurs et recrutent des 
histones désacétylases (HDAC ; exemple : HDAC1) favorisant ainsi la compaction de la chromatine et 
donc la répression des gènes cibles d’E2F1. Les HDAC désacétylent la lysine 9 de l’histone H3 qui est 
aussi méthylée par une méthyltransférase SUV39H1 (liée à la protéine Rb). Cette méthylation favorise 
la compaction de la chromatine et donc la répression des gènes cibles d’E2F1 (Stevens and La Thangue, 
2003).  
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E2F1 est réprimé via la liaison de son domaine de transactivation à la protéine Rb qui se trouve sous 
forme hypophosphorylée. 
 
 
Figure 18: E2F1 en phase G0 du cycle cellulaire 
En phase G0 l’expression des gènes cibles d’E2F1 sont réprimés via la liaison des E2F répresseurs aux niveaux des promoteurs 
de ces gènes. Ces derniers, associés aux protéines p107 et p130 (membres de la famille Rb) recrutent des histones 
désacétylases favorisant ainsi la compaction de la chromatine et donc la répression des gènes. Par exemple, le complexe 
comprenant l’histone désacétylase HDAC1 et mSin3B réprime spécifiquement les gènes cibles des E2F.  La méthylation de la 
lysine 9 de l’histone H3, représentée par un rond gris sur le schéma, favorise la compaction de la chromatine.     
 
 
Fin de la phase G1 : Etape d’activation d’E2F1 : Suite à des signaux mitogènes, les E2F « répresseurs » 
cèdent leur place, au complexe E2F1/DP1 sur les promoteurs des gènes cibles E2F importants pour la 
synthèse d’ADN (par exemple, la DHFR : dihydrofolate réductase) ou de gènes nécessaires à la 
transition en phase S comme les cyclines E et A (Stevens and La Thangue, 2003). 
 La protéine Rb sous une forme déphosphorylée inhibe l’activité du facteur de transcription en 
se liant au domaine de transactivation de E2F1, bloquant ainsi le recrutement de la machinerie de la 
transcription et en favorisant le recrutement d’histones désacétylases. La phosphorylation de Rb par 
les complexes cycline D/cdk4 et cycline D/cdk6 en fin de phase G1 chasse Rb et libère E2F1/DP1. Le 
complexe cycline D/cdk peut aussi phosphoryler E2F1 au niveau des sérines 332 et 337, ce qui 
entrainera une stabilisation d’E2F1 et empêchera toute liaison de Rb (Fagan et al., 1994).  
E2F1-DP1 recrute :   
- les histone-acétyltransférases (HAT) p300 et p/CAF. Ces HAT peuvent d’une part catalyser 
l’acétylation de l’histone H3K9 favorisant le décompactage de la chromatine et induire l’acétylation 
des lysines 117,120 et 125 d’E2F1 favorisant ainsi son activation et sa stabilisation. 
- Le co-régulateur HCF1 (Host cell factor 1). Celui-ci recrute les méthyltransférases Set1 et MLL 
(mixed-lineage leukemia) capables de catalyser la méthylation de l’histone H3 au niveau de sa lysine 
4. Cette méthylation (H3K4) entraine un remodelage de la chromatine favorisant l’expression génique 
(Eletr and Wilkinson, 2011; Tyagi and Herr, 2009).  
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Figure 19: E2F1 en phase G1 – S 
En fin de phase G1 la phosphorylation de Rb permet la libération du complexe E2F1-DP. La protéine E2F1 est stabilisée par 
phosphorylation de ses sérines 332 et 337. Le complexe E2F1-DP est recruté au niveau des promoteurs cibles d’E2F1. Cette 
liaison à l’ADN est augmentée par l’acétylation des lysines 117, 120 et 125 d’E2F1 permettant ainsi l’expression des gènes 
cibles d’E2F1. La méthylation de la lysine 4 de l’histone H3 entraine le remodelage de la chromatine favorisant ainsi la 
transcription des gènes cibles d’E2F1.  
 
 
Phase S : Activité E2F1 : La transition G1-S est catalysée par l’expression de protéines de synthèse 
d’ADN et de protéines permettant la transition dans la phase S comme les cyclines E et A. Les gènes 
codant ces protéines sont sous le contrôle d’E2F1. La cycline E, associée à la kinase cdk2 prend le relais 
des complexes cycline D/cdc4, cycline D/cdc6 et maintient la protéine Rb sous une forme 
hyperphosphorylée « inactive », c’est-à-dire incapable de réprimer E2F1, permettant ainsi une activité 
maximale de E2F1 tout au long de la phase S. De plus, une protéine nommée Mdm2(mouse double 
minute 2) protège E2F1 des ubiquitinylations dégradatives (Zhang et al., 2005). 
 
Au cours de la phase S, E2F1 est retrouvé sous forme phosphorylé, acétylé et méthylé. En effet, 
afin de stabiliser la protéine, E2F1 est : 
- Méthylé au niveau de ses arginines 111 et 113 par une méthyle-transférase nommée PRMT5 
(Protein arginin N-methyltransferase 5). Cette méthylation est qualifiée de symétrique (type II 
c’est-à-dire que les deux groupements méthyles ajoutés sont positionnés sur chaque azote) et 
favorise la progression du cycle cellulaire (Cho et al., 2012). 
- Phosphorylé au niveau des sérines 332 et 337. 
- Acétylé au niveau de ses lysines 117, 120 et 125.  
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Figure 20: E2F1 au cours de la phase S 
Au cours de la phase S, E2F1 subit plusieurs modifications post-traductionnelles afin de stabiliser son niveau 
protéique et de stimuler son activité sur ses gènes cibles impliqués dans la progression du cycle cellulaire.  Les 
phosphorylations sont identifiées par un cercle orange, les acétylations par un cercle jaune et les phosphorylations par un 
cercle bleu.  
 
En fin de phase S, G2 et M : inactivation d’E2F1 : La cycline E est dégradée par le protéasome, ce qui 
permet la libération de cdk2 et la formation du complexe cycline A-cdk2. Ce complexe nouvellement 
formé va lier puis phosphoryler E2F1 et DP1 diminuant ainsi leur activité (Krek et al., 1994). 
Dans un second temps, le complexe E2F1-MDM2 diminue pour laisser place au complexe E2F1-
skp2 favorisant ainsi la dégradation d’E2F1 (Zhang et al., 2005). En effet, au cours de la phase S, en 
dehors de la stimulation de l’expression par E2F1 de la cycline E, E2F1 stimule l’expression d’une E3 
ubiquitine ligase appartenant au complexe SCFskp2 (skp1, Cullin-1, Rbx1 et skp2) nommée skp2 (S-phase 
kinase-associated protein 2).  En fin de phase S, skp2 ubiquitinyle E2F1 qui sera alors dégradé par le 
protéasome. Cet évènement entraine un arrêt de prolifération de la cellule qui rentre en phase G2 
(Marti et al., 1999). 
 
Figure 21: E2F1 en fin de phase S et début de phase G2 
Le complexe cycline A – Cdk2 phosphoryle DP et E2F1 diminuant ainsi leur activité. L’E3 ubiquitine ligase skp2 ubiquitinyle 
E2F1 qui sera alors dégradée par le protéasome. Jusqu’en fin de phase S la protéine MDM2 protège E2F1 de son 
ubiquitinylation dégradative par skp2.  
En phase G2, les cibles d’E2F1 n’étant plus liées à E2F1, vont se retrouver alors liées par les E2F 
répresseurs. Ces E2F bloqueront l’activation de ces gènes. 
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Enfin, lors de la mitose, en prométaphase, E2F1 est dégradé par le système APC (Anaphase 
promoting complex) /cdh1 par une ubiquitinylation de type K11 reconnue comme signal de 
dégradation par le protéasome (Budhavarapu et al., 2012). 
 
b) Régulation du facteur de transcription E2F1 lors d’un stress génotoxique : 
 
Les cellules au cours du temps ont établi un système de défense afin d’empêcher toute 
instabilité du génome, ce système est nommé « réponse aux dommages portés à l’ADN ». Une fois 
l’endommagement identifié, la cellule arrêtera de proliférer puis engendra une réparation de l’ADN ou 
si aucune réparation n’est possible entrera en apoptose ou en sénescence. Des radiations ionisantes 
ainsi que divers agents thérapeutiques provoquant des dommages à l’ADN tels que le cisplatine, 
l’adriamycine, l’étoposide, la doxorubicine, vont entraîner une stabilisation du facteur de transcription 
E2F1 (Blattner et al., 1999; Huang et al., 1997; Höfferer et al., 1999; Lin et al., 2001; Meng et al., 1999). 
Cette stabilisation d’E2F1 permettra à la cellule d’activer un programme d’apoptose ou 
d’engager des mécanismes de réparations de l’ADN. De nombreux travaux ont porté sur l’analyse des 
mécanismes responsable de la stabilisation d’E2F1 ont mis en évidence la présence d’un réseau 
complexe et interconnecté de modifications post-traductionnelles d’E2F1 (Figure n°24).  
 
1) Phosphorylation : 
Sous un stress génotoxique, E2F1 est stabilisé par sa phosphorylation au niveau de la sérine 
364 par la protéine Chk2 (kinase impliquée dans la surveillance des dommages portés à l’ADN) et au 
niveau de la sérine 31 par ATM (Ataxia telangectasia mutated) /ATR (Ataxia telangiectasia and Rad3 
related) qui sont des senseurs des dommages portés à l’ADN.  
De plus, la phosphorylation de la sérine 403 d’E2F1 par une kinase non identifiée à ce jour 
stabilise aussi le niveau protéique d’E2F1 (Real et al., 2010). Contrairement aux phosphorylations 
évoquées précédemment, les phosphorylations de la sérine 403 et de la thréonine 433 par la kinase 
cdk7 entrainent une dégradation d’E2F1 (Vandel and Kouzarides, 1999). 
 
2) Méthylation :   
Deux équipes différentes ont montré que la méthyltransférase Set9 méthyle E2F1 au niveau 
de sa lysine 185 et que LSD1 déméthyle cette même lysine.  
 La première équipe montre que la méthylation d’E2F1 par Set9 inhibe l’activité transcriptionnelle 
d’E2F1 sur ces cibles apoptotiques et entraine sa dégradation par le protéasome après un stress 
génotoxique et que LSD1 au contraire stabilise E2F1 via sa déméthylation (Kontaki and Talianidis, 
2010).  Alors que la seconde équipe montre l’extrême opposé (Xie et al., 2011).  
 54 
Les auteurs expliquent cette différence par l’utilisation de différents agents thérapeutiques, la 
première équipe utilisant de l’étoposide ou la doxorubicine et la seconde utilisant le cisplatine et 
l’adriamycine ; ainsi que l’utilisation de lignées cellulaires différentes (Xie et al., 2011).  
Suite aux dommages portés à l’ADN, le taux de cycline A lié à E2F1 diminue laissant la place à 
la protéine PRMT1. Cette protéine est une arginine N-méthyltransférase qui favorise l’activité 
apoptotique d’E2F1 via une méthylation asymétrique (type I) de l’arginine 109 d’E2F1.  Dans des 
cellules sans stress génotoxique, la liaison entre PRMT1 (Protein arginin N-methyltransferase 1) et E2F1 
est empêchée par la cycline A, ce qui favorise au contraire la liaison d’une autre arginine 
méthyltransférase : PRMT5 (Protein arginin N-methyltransferase 5) (voir chapitre III)2) a)).  
Ce mécanisme de compétition entre PRMT1 et PRMT5 permet de contrôler le devenir de la cellule en 
fonction des signaux environnementaux (Cho et al., 2012). 
 
3) Acétylation : 
L’acétylation d’E2F1 au niveau de ses lysines 117, 120 et 125 semble être très importante pour 
l’activité d’E2F1, que ce soit en phase S du cycle cellulaire où suite à un stress génotoxique. 
Une protéine retrouvée dans la leucémie myéloïde aigue (AML : acute myeloid leukemia) nommé ELL 
(eleven-nineteen lysine-rich leukemia) a été identifiée comme partenaire de la méthyltransférase MLL. 
Cette protéine est un facteur d’élongation nécessaire au déplacement de l’ARN polymérase II et donc 
à la synthèse d’ARN messager. ELL interagit avec E2F1 provoquant ainsi la déacétylation des lysines 
117, 120 et 125 d’E2F1 via le recrutement de l’histone désacétylase 1 (HDAC1) indépendamment de la 
protéine Rb. Cette désacétylation inhibe l’activation des gènes cibles d’E2F1 tels que le gène p73 ou 
apaf1... L’inhibition de l’activité d’E2F1 par ELL est très importante. En effet, lors de la fusion entre ELL 
et MLL due à la translocation chromosomique t(11; 19)(q23 ;p13.1), retrouvée dans la leucémie 
myéloïde aigue, elle provoque une levée de l’inhibition de l’activité d’E2F1 et une surexpression des 
gènes apoptotiques induites suite à un dommage à l’ADN par E2F1 (Zhang et al., 2014).  
 
4) Neddylation : 
L’équipe de La Thangue a montré une neddylation d’E2F1 sur les lysines 117, 120 et 125. La 
neddylation d’E2F1 entraine une instabilité de la protéine ainsi qu’une baisse de son activité 
transcriptionnelle et un ralentissement de la croissance cellulaire. 
Lors d’un stress génotoxique, E2F1 est déneddylé par la protéine NEDP1 permettant ainsi de stimuler 
l’activité transcriptionnelle d’E2F1 sur ces gènes cibles tels que par exemple p73 (Loftus et al., 2012).  
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5) Ubiquitinylation : 
L’ubiquitinylation de type K63 d’E2F1 semble réduire l’activité d’E2F1 sur les promoteurs 
p14ARF, caspase 3, caspase 7 et Apaf1 lors d’un stress génotoxique. La déubiquitinase (DUB) UCH37 va 
déubiquitinyler E2F1 et favoriser son action sur les promoteurs de ces gènes cibles (Mahanic et al., 
2015). Une autre DUB, nommée POH1, permet de stabiliser E2F1. En effet, POH1 enlève les chaînes 
K63 d’E2F1 ce qui permet à E2F1 d’activer ces gènes cibles et notamment ceux de la survivine et de 
Foxn1. Cependant, un mutant d’E2F1 ne pouvant plus être ubiquitinylé K63, ne voit pas son niveau 
d’expression diminuer lors de l’ajout d’un ARN interférent visant POH1. Ces résultats sous entendent 
la nécessité de la présence d’une ubiquitinylation de type K63 d’E2F1 qui sera ensuite éliminée par la 
DUB POH1 afin de conserver la stabilité d’E2F1 (Wang et al., 2015). 
 
 
Figure 22: Modification post-traductionnelle impliquée dans la stabilisation du niveau protéique d’E2F1 
La méthylation par Set9 et la déméthylation par LSD1 ont différents devenir suivant le contexte cellulaire et l’utilisation d’un 
type d’agents thérapeutiques. 
 
 
c) Stimulation spécifique de gènes cibles d’E2F1 : 
 
 Les gènes activés par E2F1 seront différents suivant le contexte cellulaire. En effet, E2F1 
permettra la progression des cellules dans le cycle cellulaire suite à un signal mitogène alors qu’il sera 
promoteur d’un arrêt du cycle cellulaire, de la réparation de l’ADN ou de l’induction de l’apoptose suite 
à un stress génotoxique.   
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Ceci implique un recrutement différentiel d’E2F1 sur les promoteurs dits « prolifération » (les plus 
étudiés sont les promoteurs des cyclines E et A ainsi que DHFR) par rapport aux promoteurs qualifiés 
« apoptose » (les plus étudiés étant TP73, APAF1, Caspase 3 et 7). Différentes modifications post-
traductionnelles peuvent moduler cette activité différentielle d’E2F1. 
 
1) Méthylation :  
Comme évoqué dans les chapitres III)2) a) et III)2) b), E2F1 peut être méthylé par PRMT1 ou 
PRMT5 suivant le contexte cellulaire : par PRMT1 lors d’un stress génotoxique et par PRMT5 au cours 
du cycle cellulaire. 
 
2) Citrullination :  
L’arginine 109 d’E2F1 est importante pour la méthylation d’E2F1 par PRMT1 mais semble aussi 
importante pour la citrullination d’E2F1 lors d’une réponse inflammatoire.  
La citrullination d’E2F1 est réalisée par PAD4 (peptidyl arginine deiminase 4) lors de la réponse 
inflammatoire et permettra l’activation de gènes cibles d’E2F1 impliqués dans l’inflammation : les 
gènes des cytokines TNF-α (tumor necrosis factor-α), CCL3 (chemokine (C-C motif) ligand-3), IL-1β 
(interleukin-1β) (Ghari et al., 2016). 
 
3) Sumoylation :  
De plus, la lysine 226 d’E2F1 peut être sumoylée par l’intermédiaire de Pc2 (Polycomb 2 
protein) non méthylé et d’un ARN non codant NEAT2 (nuclear enriched abundant transcript 2) ce qui 
permet l’activation des gènes impliqués dans la croissance cellulaire (Yang et al., 2011b).  
 
4) Neddylation : 
L’équipe de La Thangue montre une neddylation d’E2F1 entrainant une diminution de sa 
stabilité, de son activité transcriptionnelle corrélée avec une diminution de la prolifération cellulaire. 
De plus, ils observent une diminution du niveau de Neddylation d’E2F1 lors d’un stress génotoxique 
induit par la doxorubicine ou l’étoposide (Loftus et al., 2012).  
 
La déneddylation d’E2F1 est nécessaire à la stimulation de son activité transcriptionnelle sur le 
promoteur p73. En effet, lors d’un stress génotoxique, SENP8 (SUMO/sentrin peptidase family 
member, NEDD8 specific) déneddyle E2F1 ce qui favorise l’interaction entre E2F1 et la microcéphaline. 
Cette interaction est indispensable à l’action du gène codant p73 (Aoki et al., 2013). 
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5) Acétylation : 
L’acétylation d’E2F1 joue également un rôle important dans la régulation d’E2F1. Elle permet 
la stabilisation d’E2F1 lors d’un stress génotoxique qui permettra à E2F1 d’activer l’apoptose via p73 
(Pediconi et al., 2009) ou une réparation de l’ADN (Guo et al., 2010; Van Den Broeck et al., 2012).  
La stabilisation d’E2F1 par acétylation ainsi que la stimulation de son activité transcriptionnelle sont 
aussi observées au court du cycle cellulaire afin de favoriser la progression des cellules mais aussi lors 
d’une stimulation par le VEGF afin de favoriser l’angiogenèse (Pillai et al., 2010).  
 
 
 
 
Figure 23: Orientation du rôle d'E2F1 par ses modifications post-traductionnelles 
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Les différents sites de modification post-traductionnelle d’E2F1 sont représentés sur la structure 
d’E2F1 présentée dans la figure ci-dessous : 
 
 
Figure 24: Sites des modifications post-traductionnelles d’E2F1 
Représentation de la structure d’E2F1 avec ses différents sites de modifications post-traductionnelles. 
Le signe + signifie l’ajout d’une modification alors que le signe – indique l’enlèvement d’une modification post-
traductionnelle.  
 
Ces différentes modifications permettent donc à E2F1 d’avoir différentes fonctions qui 
peuvent être contradictoires, ce qui pourrait expliquer d’ailleurs son rôle à la fois tumorigène et 
suppresseur de tumeurs.  
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3) E2F1 et Cancer : 
 
Le facteur de transcription E2F1 est un élément clé de processus opposés, en effet il peut 
favoriser la prolifération cellulaire, la migration et l’invasion des cellules mais aussi l’apoptose des 
cellules. Ces différentes fonctions accordent à E2F1 un rôle anti-tumorigène tout en lui conférant des 
propriétés oncogéniques suivant le contexte.  
Tout d’abord, différentes études ont montré l’importance de ce facteur pour la formation de 
métastases :  la surexpression d’E2F1 est corrélée avec la formation de métastases chez des patients 
atteints d’un cancer de la vessie et une perte de la protéine Rb (responsable de l’expression ectopique 
d’E2F1 (Engelmann and Pützer, 2010; Sharma et al., 2010). 
Lors d’un stress génotoxique, E2F1 devrait stimuler les gènes pro-apoptotiques afin de détruire 
par apoptose les cellules cancéreuses. Malgré une surexpression d’ATM et CHK2, dans certains cas, 
E2F1 n’active pas la voie apoptotique mais une autre voie permettant la réparation de l’ADN.  
En effet, dans des cellules résistantes aux traitements chimio-thérapeutiques, outre la surexpression 
d’ATM, de CHK2 et d’E2F1, la surexpression de FoxM1 (forkhead box M1) est retrouvée.  FoxM1 va 
permettra à la cellule cancéreuse d’entrer dans un processus de réparation de l’ADN, lui permettant 
ainsi d’éviter de mourir par apoptose et donc de continuer à proliférer. La réparation de l’ADN 
impliquant FoxM1 est médiée par E2F1. De plus, E2F1 activera les gènes d’autres protéines impliquées 
dans cette voie de réparation tels que le gène codant pour Tip60 (protéine acétylant les lysines 120 et 
125 d’E2F1, stabilisant ainsi la protéine). Tip60 lié à E2F1 activera la voie de réparation de l’ADN par le 
contrôle d’ERCC1 (excision repair cross-complementing group 1). De plus CHK2 sensée stabiliser E2F1 
pour permettre l’activation des gènes pro-apoptotiques par E2F1 peut aussi phosphoryler KAP1 (the 
Krüppel-associated box (KRAB)- associated corepressor 1) ce qui favorisera la formation du complexe 
E2F1-KAP1. Ce complexe quant à lui, va lier les promoteurs des gènes pro-apoptotiques et recruter 
une HDAC1 afin de réprimer leur activation (Engelmann and Pützer, 2010).  
 Différents phénomènes se mettent en place pour favoriser l’activité prolifératif et réparatrice 
de l’ADN d’E2F1 au détriment de l’activation de l’apoptose par E2F1. Par exemple, la protéine SIRT1 
déacétylera E2F1 lié aux promoteurs pro-apoptotiques empêchant ainsi leur activation ; la production 
d’un mutant de p73 (DNp73) par E2F1 inhibera aussi la voie apoptotique normalement activée par 
p73. Outre cette déviance pour la répression de la voie apoptotique et l’activation de la prolifération 
cellulaire, E2F1 peut notamment stimuler des oncogènes tel que l’EGFR.  
D’après ces différentes données, il serait intéressant d’inhiber l’expression d’E2F1 afin de 
réduire la prolifération des cellules cancéreuses et la résistance aux traitements chimio-
thérapeutiques. Cependant, il est important de noter qu’E2F1 est aussi considéré comme suppresseur 
de tumeur via l’activation de l’apoptose.  
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IV] Résultats : 
La localisation nucléaire de cIAP1 dans le cancer de l’œsophage (Imoto et al., 2001), dans le cancer 
de la vessie (Che et al., 2012), le cancer du col de l’utérus (Imoto et al., 2002), le cancer colorectal 
(Ponnelle et al., 2003), le cancer de la tête et du cou (Tanimoto et al., 2005), le cancer de la langue (Qi 
et al., 2008) a été corrélée à une mauvaise réponse aux traitements thérapeutiques et à un mauvais 
pronostic. Ceci suggère l’importance des fonctions nucléaires de cIAP1 dans son activité oncogénique. 
Dans un travail publié en 2011, Jessy Cartier et Jean Berthelet ont montré que dans le noyau des 
cellules, cIAP1 pouvait lier le facteur de transcription E2F1 (Cartier et al., 2011) et stimuler son activité 
sur les promoteurs des gènes ccne (codant la cycline E) et ccna (codant la cycline A).  cIAP1 peut lier 
E2F1 dans toutes les phases du cycle cellulaire. Des expériences d’immunoprécipitation de la 
chromatine (ChIP) ont mis en évidence la liaison de cIAP1 sur les sites de liaison E2F des promoteurs 
ccne et ccna en phase S du cycle cellulaire, en même temps qu’E2F1. Par ChIP et re-ChIP, Jessy Cartier 
a montré que les deux protéines sont recrutées ensemble sur les promoteurs. La présence d’E2F1 est 
nécessaire au recrutement de cIAP1 et inversement, la présence de cIAP1 est nécessaire au 
recrutement d’E2F1.  Enfin, la délétion de cIAP1 ralentit la prolifération cellulaire, inhibe l’expression 
des cyclines E et A, et diminue le pourcentage des cellules en phase S du cycle cellulaire.  
 
Nous avions émis l’hypothèse que cette fonction de cIAP1 pourrait contribuer à son activité 
oncogénique. L’objectif de mon travail de thèse était d’analyser les mécanismes de l’activité 
oncogénique de cIAP1 et plus précisément d’étudier l’importance de la fonction régulatrice d’E2F1. 
Nous avons d’une part entrepris la caractérisation de l’interaction E2F1-cIAP1 afin de produire un 
mutant de cIAP1 incapable de lier E2F1 et d’autre part mis en place un modèle d’étude de l’activité 
oncogénique de cIAP1.  
De plus, j’ai finalisé un travail initié par Jean Berthelet (étudiant en thèse, actuellement 
chercheur post-doctorant) puis par Valérie Glorian (Chercheur Post-doctorant, actuellement Attachée 
de Recherche Clinique) dont l’objectif était d’analyser les mécanismes par lesquels cIAP1 contrôlent 
l’activité de E2F1.  
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1) Etude des mécanismes de régulation d’E2F1 par cIAP1 
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and activation involves cIAP1-mediated K63-poly-ubiquitination » 
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 cIAP1 stabilise et stimule l’activité transcriptionnelle d’E2F1 par ubiquitinylation : 
 
Au cours d’une étude précédente, mon équipe d’accueil a démontré la capacité de cIAP1 à 
stimuler l’activité transcriptionnelle d’E2F1 sur le promoteur de la cycline E (Cartier et al., 2011). Nous 
avons dans un premier temps, décidé d’évaluer l’importance de l’activité E3 ubiquitine ligase de cIAP1. 
 
Lors de tests de transactivation utilisant une construction dont le gène luciférase est placé sous 
le contrôle du promoteur de la cycline E contenant 3 sites de liaison E2F, nous avons confirmé la 
capacité de cIAP1 à stimuler l’activité transcriptionnelle d’E2F1 sur le promoteur de la cycline E (Figure 
n°25A et 25C) dans des cellules HeLa. Cette activité est associée à une augmentation drastique de 
l’expression d’E2F1. La mutation de l’histidine 588 en alanine qui abolie l’activité E3-ubiquitine ligase 
de cIAP1 ne modifie pas cette activité, cependant une inhibition de la réaction d’ubiquitinylation 
(inhibiteur de l’enzyme E1) par le PYR-41 inhibe la capacité de cIAP1 à stimuler E2F1 de façon dose 
dépendante (Figure n°25B) suggérant l’importance de la réaction d’ubiquitinylation. cIAP1 est actif 
sous forme d’un homodimère. La mutation du site de dimérisation (phénylalanine 616 en alanine) qui 
empêche la dimérisation de cIAP1 abolie complétement la capacité de cIAP1 à moduler l’activité et 
l’expression d’E2F1 (Figure n°25A) dans les cellules HeLa et l’expression du mutant H588A dans des 
cellules dépourvues de cIAP1 (MEF cIAP1-/-) n’est plus capable de stimuler E2F1 (Figure n°25C). Ces 
résultats suggèrent que dans les cellules HeLa, le mutant H588A pourrait former un dimère avec un 
cIAP1 endogène et que l’activité E3-ligase de cIAP1 est nécessaire pour l’activation d’E2F1.   
  
Une inhibition de la traduction par la cycloheximide montre que cIAP1 stabilise l’expression 
protéique d’E2F1 (Figure n°25D). Inversement, une extinction de cIAP1 par ARN interférence (Figure 
n°25 E, F et G) ou par un traitement des cellules par le GDC-0152 (Figure n°25E), un antagoniste des 
IAP qui induit une dégradation très rapide de cIAP1, diminue l’expression d’E2F1 (figure n°25E) et 
favorise la dégradation d’E2F1 par l’expression des E3-ubiquitine ligase skp2 et cdh1 (Figure n°25F).  
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Figure 25: cIAP1 stabilise et stimule l'activité transcriptionnelle d'E2F1 par ubiquitinylation : 
 A-C. Expression et activité d’E2F1 dans des cellules HeLa (A&B) ou MEF cIAP1-/-/cIAP2-/- (C) transfectées avec le plasmide 
rapporteur exprimant la luciférase sous le contrôle du promoteur CCNE, le plasmide pCMV-3HA-E2F1, avec soit un plasmide 
contrôle (Co), un plasmide exprimant cIAP1, ou les mutants cIAP1-H588A (perte de l’activité E3 ubiquitine-ligase) ou cIAP1-
F616A (perte de la capacité de dimérisation). Les cellules HeLa sont traitées pendant 24 heures avant l’analyse avec du PYR-
41 10-35 µM (B).  L’activité luciférase est normalisée par l’activité de la β-galactosidase et rapportée à l’induction de l’activité 
par E2F1 seul. Moyenne ± écart type de 3 expériences indépendantes. Le test statistique utilisé est un test t de Student. ***: 
p<0.001, **: 0.001<p<0.01, *: 0.01<p<0.1, NS p>0.1. D. Expérience de cycloheximide (CHX). L’expression des transgènes 
indiqués est induite pendant 48h, les cellules sont traitées avec de la cycloheximide 100µg/ml. L’expression d’E2F1 et de 
cIAP1 est analysée par immune-blotting. L’expression d’E2F1 a été quantifiée via le logiciel Image J. E. Analyse de l’expression 
d’E2F1 et cIAP1 dans des cellules U2OS après ajout d’un ARN interférent dirigé contre cIAP1 ou d’un antagoniste des IAP GDC-
0152. UT : cellules non traitées. F&G. Analyse de l’expression d’E2F1 et de cIAP1 dans des cellules HeLa en présence de cdh1 
ou skp2.  
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 cIAP1 catalyse la conjugaison de chaînes d’ubiquitines de type K11 et K63 sur E2F1: 
 
Nous avons ensuite évalué la capacité de cIAP1 à induire une ubiquitinylation d’E2F1. cIAP1 
est capable d’induire la conjugaison de chaînes d’ubiquitines sur E2F1 dans un test in vitro utilisant des 
protéines recombinantes purifiées ou dans un lysat cellulaire (Figure n°26A).  
 
cIAP1  a été exprimée dans des cellules HeLa en présence d’ubiquitines natives et le profil 
d’ubiquitinylation d’E2F1 a été analysé après immunoprécipitation d’E2F1 et révélation de l’ubiquitine 
par un anticorps reconnaissant l’ubiquitine sous forme monomères ou assemblés en chaînes de poly-
ubiquitines de différents types.  
La surexpression de cIAP1 induit l’accumulation de forme multi-ubiquitinylée d’E2F1 (Figure n°26C). 
L’utilisation de mutants d’ubiquitine dans lesquels toutes les lysines sauf la lysine 11 (K11 only), 48 ou 
63 ont été remplacées par une arginine montre que cIAP1 favorise la conjugaison de chaînes de type 
K11 ou K63 mais pas de type K48 (Figure n°26B, C). L’utilisation d’un anticorps ne reconnaissant que 
les chaînes de type K63 confirme la capacité de cIAP1 à induire l’accumulation d’E2F1 sous une forme 
poly-ubiquitinylée de type K63 (figure n°26D).  
 
 cIAP1 permet la conjugaison d’ubiquitine sur les lysines 161 et 164 d’E2F1 : 
 
La conjugaison d’ubiquitines se fait sur les lysines des protéines cibles. E2F1 possède 14 lysines 
pouvant potentiellement être des sites accepteurs d’ubiquitines. Différents mutants d’E2F1 dans 
lesquels une ou plusieurs lysine(s) ont été remplacées par de l’arginine ont été synthétisés. Tous les 
mutants possèdent une activité transcriptionnelle à l’exception des mutants K161/164R et K181/183R. 
En accord avec les données de la littérature (Marzio et al., 2000), le mutant K117/120/125 possède 
une très forte activité transcriptionnelle. cIAP1 est capable d’augmenter l’activité de tous les mutants, 
sauf le mutant K161/164R (Figure n°26F). cIAP1 favorise l’accumulation des formes ubiquitinylées des 
mutants K137R  mais pas du mutant K161/164R (Figure n°26G et 27A), bien qu’il soit toujours capable 
d’interaction (Figure 26H). Le mutant K185R est faiblement stimulé par cIAP1 (Figure n°26F). 
Cependant, il est toujours capable de lier cIAP1 (Figure n°27B) et subit une ubiquitinylation en présence 
de cIAP1.  
 En résumé, nous avons montré que cIAP1 favorisait une ubiquitinylation de type K63 sur le 
doublet de lysines 161 et 164 d’E2F1. 
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Figure 26: cIAP1 régule E2F1 par ubiquitinylation de type K63 des lysines 161 et 164 d'E2F1 
Test d’ubiquitinylation in vitro utilisant un lysat cellulaire de 293T transfectés avec His-Ubiquitine, HA-E2F1 et cIAP1. Les 
protéines ubiquitinylées sont immobilisées sur des billes de cobalt et l’analyse du profil d’ubiquitinylation d’E2F1 est réalisée 
à l’aide d’un anticorps dirigé contre le tag HA. B-D. Profil d’ubiquitinylation d’E2F1 dans des cellules HeLa co-transfectées 
avec pCMV-3HA-E2F1 et His-ubiquitine wt ou un mutant d’ubiquitine ne pouvant former qu’un un seul type de chaînes : K11, 
K48 ou K63 (C), en présence de cIAP1 ou de son mutant cIAP1-F616A. E2F1 est immunoprécipité à l’aide d’un anticorps anti-
HA ou anti-E2F1 et le profil d’ubiquitine est analysé à l’aide d’un anticorps reconnaissant les chaînes de poly-ubiquitinylation 
(FK2) ou spécifiquement les chaînes de type K63 (K63-Ub). E. Représentation schématique d’E2F1. A: cycline A; DBD: DNA 
Binding Domain, dim: Dimerization domain; MB: marked box: Rb: Rb binding domain. F. Test de transactivation :  les cellules 
HeLa sont transfectées avec le plasmide rapporteur exprimant la luciférase sous le contrôle du promoteur CCNE, pCMV-HA, 
HAE2F1 (un seul HA ou 3HA) ou un mutant d’E2F1 dans lequel la lysine K a été mutée en arginine R, avec un plasmide contrôle 
(Co) ou cIAP1. L’activité luciférase est normalisée par l’activité de la β-galactosidase et rapportée à l’induction de l’activité 
par E2F1 seul. Moyenne ± S.D. de 3 expériences indépendantes. Le test statistique utilisé est un test t de Student. ***: 
p<0.001, **: 0.001<p<0.01, *: 0.01<p<0.1, NS p>0.1. G. Profil d’ubiquitinylation d’E2F1 dans des cellules HeLa co-transfectées 
avec pCMV-3HA-E2F1 ou un mutant d’E2F1 indiqué, et His-ubiquitine en présence ou absence de cIAP1. E2F1 est 
immunoprécipité par l’utilisation d’un anticorps anti-HA. Le profil d’ubiquitinylation est analysé à l’aide d’un anticorps 
reconnaissant les chaînes de poly-ubiquitines (FK2). H. Analyse de l’interaction entre le mutant K161/164 d’E2F1 avec cIAP1. 
Les cellules Hela sont transfectées avec E2F1 ou son mutant ainsi que cIAP1. cIAP1 est immunoprécipitée à l’aide d’un 
anticorps dirigé contre cIAP1. L’interaction avec E2F1 est analysée par immuno-blotting.  
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Figure 27: Analyse de l'ubiquitinylation d'E2F1 et de ses mutants K161/164R et K185R 
A. Test d’ubiquitinylation In vitro de la protéine de fusion GST-E2F1 immobilisée sur billes Gluthation-sépharoses. B&C. Profil 
d’ubiquitinylation d’E2F1 dans des cellules HeLa co-transfectées avec pCMV-3HA-E2F1 wt, les mutants K161/164R (B) ou 
K185R (C), et His-ubiquitine (C) ou le mutant d’ubiquitine formant seulement les chaînes de type K63 (B) en présence ou 
absence de cIAP1. E2F1 est immunoprécipité à l’aide d’un anticorps dirigé contre le tag HA et le profil d’ubiquitinylation est 
analysé à l’aide d’un anticorps reconnaissant les chaînes de poly-ubiquitines (FK2).  
 
 Les lysines 161/164 d’E2F1 sont essentielles à son activité : 
 
Les lysines 161 et 164 semblent importantes pour l’activité d’E2F1 régulée par cIAP1. La perte 
de ces lysines suffit à abolir l’activité transcriptionnelle d’E2F1 sur le promoteur de la cycline E (figure 
n°28A). Un mutant d’E2F1 dépourvu de lysines (K0) ou ne contenant qu’une seule lysine (K1) ou 
seulement deux lysines (K2) n’a aucune activité transcriptionnelle. Par contre, la restauration des 
lysines 161 et 164 est suffisante pour restaurer 75% de l’activité transcriptionnelle (figure n°28B). La 
mutation des lysines 161 et 164 inhibe la capacité d’E2F1 à induire l’expression des gènes cibles cycline 
E, p73 et d’APAF1 (Figure n°28D) et empêche le recrutement d’E2F1 sur les promoteurs de ces gènes 
cibles (Figure n°28E). De plus, ces mutations affectent la capacité d’E2F1 à moduler la prolifération 
cellulaire (Figure n°28F). 
 
Ces différents résultats montrent l’importance des lysines 161 et 164 pour l’activité d’E2F1. 
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Figure 28: Les lysines 161 et 164 d'E2F1 sont essentielles à son activité 
A&B. Expérience de transactivation réalisée dans des cellules HeLa transfectées avec le plasmide rapporteur exprimant la 
luciférase sous le contrôle du promoteur CCNE et les plasmides pCMV-3HA-E2F1 ou les mutants d’E2F1. L’activité luciférase 
est normalisée par l’activité de la β-galactosidase et rapportée à l’induction de l’activité par E2F1 seul. Moyenne ± S.D. de 3 
expériences indépendantes. Le test statistique utilisé est un test t de Student. ***: p<0.001, **: 0.001<p<0.01, *: 0.01<p<0.1, 
NS p>0.1. Mutants d’E2F1: Kcl3/R: mutation des lysines K226/287/289/310 (cluster3) en arginine ; Kcl2+3/R: mutation des 
lysines K226/287/289/310 (cluster3) et K182/183/185 (cluster 2) en arginine R; cl1+3/R: mutation de K226/287/289/310 
(cluster3) et K117/120/125 (cluster 1) en arginine; K0: mutation de toutes les lysines en arginine; K1 (89): mutation de toutes 
les lysines en arginine à l’exception de la lysine 89; K2 (89, 137): mutation de toutes les lysines en arginine à l’exception des 
lysines 89 et 137; K4 (89, 137, 161, 164): mutation de toutes les lysines en arginine à l’exception des lysines 89,137,161 et 
164. C-F. Les cellules HeLa ont été transfectées pendant 48H avec les plasmides pCMV-3HA-E2F1 ou le mutant pCM-3HA-
E2F1-K161/164R. (C) Analyse de l’expression d’E2F1 et du mutant K161/164 dans les cellules HeLa. (D) Expression relative de 
l’ARNm de la cycline E (ccne), tp73 et apaf1 déterminée 48h après transfection par RT-qPCR. Les résultats sont normalisés 
par l’expression relative de l’ARNm de hprt et de l’expression relative de l’ARNm des cellules transfectées avec un plasmide 
contrôle. Moyenne ± écart type de trois expériences indépendantes. (E) Expérience d’immunoprécipitation de la chromatine 
à l’aide d’un anticorps anti–E2F1 ou d’un anticorps contrôle (IgG). Le recrutement relatif d’E2F1 sur les promoteurs ccne, tp73 
et apaf1 est déterminé par qPCR. Les résultats sont normalisés par le lysat prélevé avant immunoprécipitation, par le contrôle 
IgG et par les cellules transfectées avec un plasmide contrôle. (F) Etude de la prolifération par coloration au cristal violet de 
cellules U2OS transfectées par un plasmide contrôle ou par E2F1 ou son mutant K161/164. Moyenne ± écart type de trois 
expériences indépendantes. Le test statistique utilisé est le test t de Student. ***: p<0.001, **: 0.001<p<0.01, *: 0.01<p<0.1, 
NS p>0.1. 
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 cIAP1 stabilise E2F1 lors d’un stress génotoxique induit par l’étoposide : 
 
Un stress génotoxique stabilise l’expression d’E2F1 (voir chapitre III)2) b)), notre hypothèse 
était que la protéine cIAP1 pourrait être impliquée dans cette stabilisation. Un traitement des cellules 
U2OS par l’étoposide (inhibiteur de la topoisomérase II humaine) augmente le niveau protéique d’E2F1 
de manière dose dépendante, cet effet est prévenu par une inhibition de cIAP1 par un ARN interférent 
(Figure n°29A). De plus, nous observons la présence d’une forme poly-ubiquitinylée de type K63 d’E2F1 
après un traitement étoposide. Cette modification est aussi inhibée par l’ARN interférent inhibant 
l’expression de cIAP1 (Figure n°29B). La mutation des lysines 161 et 164 inhibe la stabilisation (Figure 
n°29C) et l’ubiquitinylation (Figure n°29D) d’E2F1.  
Une inhibition de cIAP1 par un ARN interférent ou par un traitement des cellules par le Smac mimetic 
GDC052 empêche l’expression induite par l’étoposide du gène cible d’E2F1 nommé TP73 (figure 4E).  
 Ces résultats montrent l’importance de cIAP1 pour la stabilisation d’E2F1 lors d’un stress 
génotoxique induit par l’étoposide.  
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Figure 29: cIAP1 stabilise E2F1 lors d'un endommagement de l'ADN 
A. Analyse de l’expression d’E2F1 et de cIAP1 dans des cellules U2OS transfectées avec un siRNA-cIAP1. Les cellules sont 
traitées 48h après transfection, pendant 6h avec de l’étoposide B. Profil d’ubiquitinylation d’E2F1 dans des cellules HeLa 
transfectées avec un ARN interférent dirigé contre cIAP1 ou un siARN contrôle, avec les plasmides 3HA-E2F1 et His-ubiquitine 
Les cellules sont traitées pendant 6h avec 10µM d’étoposide. E2F1 est immunoprécipité à l’aide d’un anticorps anti-HA et son 
ubiquitinylation est analysée à l’aide d’un anticorps reconnaissant spécifiquement les chaînes d’ubiquitines de type K63 (K63-
Ub). C. Analyse de l’expression d’E2F1 dans des cellules U2OS transfectées avec les plasmides exprimant 3HA-E2F1 ou 3HA-
E2F1-K161/164R. Quarante-huit heures après transfection les cellules sont traitées6h avec de l’étoposide aux concentrations 
indiquées. D. Profil d’ubiquitinylation d’E2F1 dans des cellules HeLa transfectées avec les plasmides pCMV-3HA-E2F1 ou 
pCMV-3HA-E2F1 K161/164R (indiqué K/R), et le plasmide His-ubiquitine, puis traitées 6h avec 10µM d’étoposide. E2F1 est 
immunoprécipité à l’aide d’un anticorps anti-HA et son ubiquitinylation est analysée à l’aide d’un anticorps reconnaissant 
spécifiquement les chaînes d’ubiquitines de type K63 (K63-Ub). Le niveau d’expression d’E2F1 a été ajusté afin d’obtenir la 
même quantité d’ubiquitine entre les cellules non traitées. E. Les cellules U2OS ont été transfectées avec un ARN dirigé contre 
cIAP1 ou traitées avec du GDC0152 17nM pendant 1h, elles ont également été traitées avec de l’étoposide 10µM pendant 
48h. L’expression de l’ARNm de tp73 est mesurée par RT-qPCR. UT: cellules non traitées. Les résultats sont normalisés par 
rapport à l’ARNm de hprt mRNA et l’expression relative de l’ARNm des cellules contrôles non traitées. Moyenne ± écart type 
de trois expériences indépendantes. 
 
 La méthylation de résidus arginines d’E2F1 est nécessaire pour l’ubiquitinylation par cIAP1 : 
 
La stabilisation d’E2F1 par un stress génotoxique implique différentes modifications post-
traductionnelles (voir chapitre III)2) b)). Une inhibition de PRMT1 permettant la méthylation d’E2F1 
sur l’arginine 109, inhibe la capacité de cIAP1 à stabiliser E2F1 (Figure n°30A) et sa capacité à stimuler 
son activité (Figure n°30B) et à augmenter son profil d’ubiquitinylation (Figure n°30C).  
 71 
Des ARN interférents dirigés contre les protéines Prmt1 et Prmt5 inhibent aussi l’accumulation de 
formes ubiquitinylées d’E2F1 par cIAP1 (Figure n°30D). 
 
La méthylation par prmt5 favorise l’entrée en cycle des cellules suggérant que l’ubiquitinylation d’E2F1 
par cIAP1 pourrait être régulée au cours du cycle cellulaire.  
 
 
 
Figure 30: Une étape préalable de méthylation d'E2F1 par une arginine méthylase est nécessaire pour l'ubiquitinylation 
d'E2F1 induite par cIAP1 
A. Analyse de l’expression d’E2F1 et de cIAP1 dans des cellules HeLa transfectées avec les plasmides exprimant 3HA-E2F1 et 
cIAP1, puis traitées pendant 16h avec un inhibiteur des PRMT (AMI-1 ) à 50µM B. Profil d’ubiquitinylation d’E2F1 dans les 
cellules HeLa transfectées avec les plasmides pCMV-3HA-E2F1, pCI-cIAP1, et avec His-ubiquitine, puis traitées pendant 24h 
avec de l’AMI-1 50µM ± 6h de traitement à l’étoposide 10µM. E2F1 est immunoprécipité à l’aide d’un anticorps anti-HA et 
son ubiquitinylation est analysée à l’aide d’un anticorps reconnaissant  les chaînes de poly-ubiquitines (FK2). C. Expérience 
de transactivation réalisée dans des cellules HeLa transfectées avec le plasmide rapporteur exprimant la luciférase sous le 
contrôle du promoteur CCNE et les plasmides pCMV-3HA-E2F1 et pCI-contrôle ou pCI-cIAP1, puis traitées avec une 
concentration croissance d’AMI-1 pendant 24h. Moyenne ± écart type de trois expériences indépendantes. Le test statistique 
utilisé est le test t de Student. ***: p<0.001, **: 0.001<p<0.01, *: 0.01<p<0.1, NS p>0.1. D. Profil d’ubiquitinylation E2F1 dans 
des cellules HeLa transfectées avec des ARN interférents dirigés contre Prmt1 ou Prmt5, et avec les plasmides pCMV-3HA-
E2F1, pCI-cIAP1, His-ubiquitine. E2F1 est immunoprécipité à l’aide d’un anticorps anti-E2F1 et son ubiquitinylation est 
analysée à l’aide d’un anticorps reconnaissant les chaînes de poly-ubiquitines (FK2).  
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 L’ubiquitinylation K63 d’E2F1 induite par cIAP1 est régulée au cours du cycle cellulaire : 
 
L’expression d’E2F1 est régulée au cours du cycle cellulaire et présente un pic d’expression et 
d’activité en début de phase S. En fin de phase S, la cycline A lie E2F1 et le complexe cycline A/cdk2 
induit la phosphorylation d’E2F1. Ceci conduira à une inactivation puis à la dégradation d’E2F1 (voir 
chapitre III)2) a)). Les cellules ont été bloquées en phase S du cycle cellulaire par l’action d’un ARN 
interférent dirigé contre la cycline A (Figure n°32A). 
 
Un ARN interférent dirigé contre la cycline A augmente l’expression protéique et 
l’ubiquitinylation de type K63 d’E2F1, démontrant pour la première fois une ubiquitinylation non 
dégradative d’E2F1 en phase S du cycle cellulaire. Ces deux phénomènes sont prévenus par une 
inhibition de cIAP1 (Figure n°31A et 31B) ou par la mutation des lysines 161 et 164 d’E2F1 (Figure n°31C 
et 31D), démontrant l’importance de cIAP1. 
 
Au cours du cycle cellulaire, l’activité d’E2F1 est contrôlée par la protéine à poche Rb.  En phase 
G1, la protéine Rb sous forme hypophosphorylée inhibe l’activité d’E2F1. Lors de la transition G1/S, Rb 
sera phosphorylée ce qui permettra la libération d’E2F1 qui devient actif.  Une inhibition de Rb par un 
ARN interférent, provoque un dérèglement du cycle cellulaire. Nous observons une diminution du 
pourcentage des cellules en phase S alors que les cellules en phase G1 et G2/M augmentent (Figure 
n°32A). L’inhibition de Rb module légèrement le niveau d’ubiquitinylation d’E2F1, en accord avec la 
diminution du pourcentage de cellules en phase S (Figure n° 32B). Au contraire, une surexpression de 
cIAP1 augmente la phosphorylation de Rb (Figure 31E) en accord avec une activation d’E2F1. De plus, 
une analyse par GST-pull down de l’interaction de Rb avec E2F1 en présence de quantité croissante de 
cIAP1 suggèrent que cIAP1 pourrait inhiber l’interaction Rb-E2F1 et donc empêcher l’activité 
répressive de Rb sur E2F1 (Figure 31F).  
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Figure 31: L'ubiquitinylation de type K63 d'E2F1 réalisée par cIAP1 est régulée au cours du cycle cellulaire 
A. Analyse de l’expression d’E2F1, de la cycline A et de cIAP1 dans des cellules U2OS transfectées avec un ARN interférent 
dirigé contre la cycline A ± un ARN interférent dirigé contre cIAP1. B. Profil d’ubiquitinylation d’E2F1 dans des cellules HeLa 
transfectées avec un ARN interférent dirigé contre la cycline A ± un ARN interférent dirigé contre cIAP1, puis 24h plus tard 
elles sont transfectées avec les plasmides pCMV-3HA-E2F1 et His-ubiquitine. E2F1 est immunoprécipité à l’aide d’un anticorps 
anti-E2F1 et son ubiquitinylation est analysée à l’aide d’un anticorps reconnaissant spécifiquement les chaînes d’ubiquitines 
de type K63 (K63-Ub). C. Analyse de l’expression de la protéine 3HA-E2F1 wt ou du mutant K161/164R et de la cycline A dans 
des cellules HeLa transfectées avec un ARN interférent dirigé contre la cycline A. D. Profil d’ubiquitinylation d’E2F1 dans des 
cellules HeLa transfectées avec un ARN interférent dirigé contre la cycline A, puis 24h après avec les plasmides pCMV-3HA-
E2F1, pCMV-E2F1-K161/164R et un plasmide exprimant un mutant d’ubiquitine qui peut uniquement réaliser des chaînes 
d’ubiquitines de type K63. E2F1 est immunoprécipité à l’aide d’un anticorps anti-E2F1 et son ubiquitinylation est analysée à 
l’aide d’un anticorps reconnaissant les chaînes de poly-ubiquitines(FK2). Le niveau d’expression d’E2F1 a été ajusté afin 
d’obtenir la même quantité d’ubiquitine entre les cellules transfectées avec un ARN interférent contrôle.  E. Analyse de 
l’expression protéique de cIAP1, E2F1, la cycline E, Rb, phospho (S795, S750, S780 and S810) Rb dans des cellules U2OS 
transfectées avec cIAP1. F. Analyse par GST-pull down de l’interaction entre la protéine de fusion GST-E2F1 et la protéine Rb 
en présence d’une quantité croissance de cIAP1. G. Représentation schématique de la régulation d’E2F1 par cIAP1. En phase 
G1 du cycle cellulaire, E2F1 est lié à Rb. En phase S, E2F1 est dans un premier temps méthylé sur des résidus arginine par 
PRMT. Ensuite, cIAP1 catalyse la formation de chaînes d’ubiquitines de type K63 sur les lysines 161 et 164. Cette 
ubiquitinylation stabilise E2F1 et stimule l’activité d’E2F1. En fin de phase S, la cycline A inhibe la formation de chaînes de 
types K63 sur E2F1, lie E2F1 et entraine sa dégradation par le protéasome via l’intermédiaire de skp2.  
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Figure 32:  Influence de Rb sur l'ubiquitinylation d'E2F1 
A. Analyse du cycle cellulaire des cellules U2OS après 48h de transfection d’ARN interférent contrôle, dirigé contre la cycline 
A ou contre Rb. Le pourcentage de cellules présentes dans les différentes phases du cycle est indiqué au-dessus des 
graphiques. B-C. Influence de Rb sur l’ubiquitinylation d’E2F1. Les cellules HeLa sont co-transfectées avec un plasmide 
exprimant la protéine Rb (B) ou les cellules U2OS avec un ARN interférent dirigé contre la cycline A ou Rb (C), et avec les 
plasmides pCMV-3HA-E2F1 et His-ubiquitine. E2F1 est immunoprécipité à l’aide d’un anticorps anti-E2F1 et son 
ubiquitinylation est analysée à l’aide d’un anticorps reconnaissant les chaînes de poly-ubiquitines (FK2).  
 
Conclusion :  
Cet article montre une régulation d’E2F1 par cIAP1 via un mécanisme d’ubiquitinylation non 
dégradative.  
Une ubiquitinylation de type K63 sur les lysines 161 et 164 d’E2F1 par cIAP1 est observée en phase S 
du cycle cellulaire et après un stress génotoxique. Cette ubiquitinylation nécessite une étape 
préliminaire de méthylation sur des résidus arginines. Ces modifications contribuent à la stabilisation 
du facteur de transcription et à son activité.  
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2) Caractérisation de l’interaction cIAP1 – E2F1 : 
 
Afin d’étudier précisément le rôle de cIAP1 sur la régulation d’E2F1 et notamment sur 
l’importance potentielle de cette interaction pour les propriétés oncogéniques de cIAP1, nous avions 
décidé de créer un mutant de cIAP1 incapable d’interagir avec E2F1.  
 
Jean Berthelet a initié ce projet par la recherche du domaine de cIAP1 impliqué dans son interaction 
avec E2F1. J’ai poursuivi ce travail par la recherche de la séquence de ce domaine impliquée dans cette 
interaction.  
  
 E2F1 interagit avec la poche hydrophobe du domaine BIR3 de cIAP1 : 
 
cIAP1 possède trois domaines BIR dédiés à l’interaction avec des protéines partenaires.  
Par GST-pull-down en utilisant des protéines de fusion-GST ne contenant qu’un ou plusieurs domaines 
de cIAP1 (Figure n° 33A), nous avons montré qu’E2F1 liait préférentiellement les constructions qui 
contiennent le domaine BIR3 (Figure n°33A). L’importance du domaine BIR3 a été confirmée par la 
création d’un mutant délété du domaine BIR3 fusionné à la GST qui perd sa capacité à interagir avec 
E2F1 (Figure n°33 B, piste 5).  
Le domaine BIR3 est formé de 4 hélices alpha et 3 feuillets beta (Figure n°33D). Les acides aminés V298, 
D304, K206, G312, L314, R315, W317, D320, E325, W329 et F330 forme la poche hydrophobe d’interaction, 
consolidé par un atome de zinc liant les résidus C207, C210, H326 et C333. Afin d’affiner le site d’interaction, 
différents mutants de délétion du domaine BIR3 ont été créés (Figure n°33C) et fusionnés à la GST. 
Tous les mutants présentant une poche hydrophobe tronquée perdent leur capacité à lier E2F1 
(mutant A, B, C, D, E) suggérant une interaction avec cette poche. Afin de confirmer ces résultats nous 
avons analysé la capacité du peptide Smac-N7 correspondant à l’IBM de Smac ou du smac mimetic 
BV6, tous deux connus pour lier la poche hydrophobe du domaine BIR3 à entrer en compétition avec 
E2F1 pour la liaison à cIAP1. Ces deux molécules inhibent de manière dose dépendante l’interaction 
entre E2F1 et cIAP1 (Figure n°33E), alors qu’ils n’interfèrent pas avec l’interaction de cIAP1 avec TRAF2 
qui lie le domaine BIR1 de cIAP1. 
 Ces résultats montrent l’importance de la poche hydrophobe de cIAP1 pour la liaison d’E2F1. 
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Figure 33: E2F1 interagit avec la poche hydrophobe de cIAP1 
A,B,C,E] Les protéines de fusion GST-cIAP1, GST-CARD-RING (C-R), GST-BIR1, GST-BIR2, GST-BIR3, GST-BIR1-2, GST-BIR2-3, 
GST-BIR1-3 ou les constructions A à H ainsi que les mutants de cIAP1 délétés du domaine BIR3 (cIAP1ΔBIR3) ou de l’hélice 
alpha 1 du domaine BIR3 (cIAP1Δα1BIR3) sont produits dans des bactéries BL21 et immobilisés sur des billes glutathion 
sépharose. Elles sont ensuite incubées avec la protéine HA-E2F1. L’interaction cIAP1-E2F1 est analysée par immuno-blotting. 
C] Acide-aminés en bleu important pour la poche hydrophobique. 
D] Structure 3D du domaine BIR3, l’atome de zinc maintenant la poche hydrophobe est représenté en bleu. 
E] Des quantités croissantes du smac mimetic BV6 (Bivalent) ou du peptide Smac N7 (monovalent) sont ajoutés afin d’évaluer 
leur impact sur l’interaction E2F1-cIAP1 lors de l’incubation des constructions GST-vide et GST-cIAP1 avec E2F1. L’interaction 
cIAP1-E2F1 est analysée par immuno-blotting. 
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 L’hélice alpha 1 du domaine BIR3 de cIAP1 est essentielle aux interactions IBM – poche 
hydrophobe : 
 
De manière inattendue, la délétion des acides aminés 267 à 278 (QTHAARMRTFMY) 
correspondant à l’hélice alpha 1 du domaine BIR3 est suffisante pour abolir l’interaction entre cIAP1 
et E2F1 (Figure n°33 C, construction G comparée à la construction H). La délétion de cette hélice dans 
la protéine cIAP1 (mutant cIAP1 ∆α1 BIR3) diminue fortement l’interaction entre cIAP1 et E2F1 dans 
des expériences de GST-pull-down (figure n°33B) ou de co-précipitation (Figure n°34A), la capacité de 
cIAP1 à stimuler l’activité transcriptionnelle d’E2F1 sur les promoteurs ccne (gène codant la cycline E) 
et casp-7 (gène codant la caspase-7 (Figure n°34B), la capacité de cIAP1 à stabiliser E2F1 (Figure n°34C) 
et à favoriser l’accumulation de forme ubiquitinylée d’E2F1 (Figure n°34D).  La délétion de l’hélice 
alpha 1 abolie la liaison de cIAP1 avec les formes p32 et p20 de la caspase-7 ainsi qu’avec Smac (Figure 
n°34A), deux protéines qui lient la poche hydrophobe du BIR3, par contre, le mutant cIAP1∆α1BIR3 est 
toujours capable de lier TRAF2 et RIP1 qui ne lient pas le domaine BIR3 (Figure n°34A). Nous avons 
utilisé comme contrôle le mutant L47A dans lequel le site de liaison à TRAF2 a été muté. Ce mutant 
peut lier toutes les protéines partenaires testées sauf TRAF2.  
Le mutant cIAP1∆α1BIR3 conserve son activité E3-ubiquitine ligase. En effet, il est toujours 
capable d’ubiquitinyler RIP1 (Figure n°34E) et de s’auto-ubiquitinyler bien que le profil d’auto-
ubiquitinylation obtenu semble être un peu différent par rapport à celui obtenu avec la protéine cIAP1 
native (Figure n°34F).  
Les Smac mimetics lient la poche hydrophobe de cIAP1 ce qui stimule sa dimérisation, son 
auto-ubiquitinylation et sa dégradation par le protéasome. Nos expériences ont montré une 
dégradation de cIAP1 dès 15 minutes après un traitement des cellules par un Smac mimetic (résultats 
non montrés). Nous avons donc analysé la capacité des Smac mimetics à dégrader le mutant 
cIAP1∆α1BIR3 et montré que ce mutant est complètement résistant à l’action du GDC0152, un Smac 
mimetic monovalent ne liant qu’un BIR domaine mais aussi du birinapant qui lui est un Smac mimetic 
bivalent, c’est-à-dire qu’il lie à la fois le domaine BIR2 et BIR3 (Figure n°34G).  
Nous montrons donc pour la première fois l’importance de l’hélice alpha 1 du domaine BIR3 
dans le maintien de la poche hydrophobe de ce domaine. De plus, nous avons créé un mutant de cIAP1 
incapable de lier E2F1, Smac et les caspases alors qu’il conserve sa capacité à lier TRAF2 et RIP1. Ce 
mutant est complètement résistant à l’action délétère des Smac mimetics. Cette construction pourra 
être un outil important pour analyser spécifiquement l’activité de cIAP1 sur TRAF2 et RIP1 dans des 
cellules dans lesquels cIAP1 endogène aura été déplétée par un traitement avec un Smac mimetic.  
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Figure 34: l’hélice alpha 1 du domaine BIR3 est essentielle au maintien de la poche hydrophobe 
A] Les protéines de fusion GST-cIAP1, GST-L47A (mutant incapable d’interagir avec TRAF2), GST-cIAP1Δα1BIR3 et GST-vide 
sont produits dans des bactéries BL21 et immobilisés sur billes glutathion sépharose. Elles sont ensuite incubées avec la 
protéine HA-E2F1 ou avec un lysat cellulaire contenant de la caspase 7 ou l’un des trois partenaires de cIAP1 : Smac, TRAF2 
et RIP1. L’interaction cIAP1 avec ses différents partenaires est analysée par immuno-blotting 
B, C, D, E,F,G] Les cellules HeLa sont transfectées avec les différentes constructions indiquées sur les figures.  
B] La capacité d’E2F1 à stimuler le promoteur de la cycline E et de la caspase 7 en présence ou non de cIAP1 ou du mutant 
cIAP1Δα1BIR3 est évaluée par test de transactivation 48h après transfection. 
D, E, F] L’ubiquitinylation est analysée par immuno-blotting après immunoprécipitation de l’ubiquitine totale (His-ubiquitine) 
sur billes de cobalt ou après immunoprécipitation de RIP1 ou de cIAP1 à l’aide d’un anticorps anti-RIP1 ou cIAP1 
réciproquement.  
G] Les cellules HeLa sont traitées pendant 1h avec le smac mimetic indiqué 48h après transfection et la dégradation de cIAP1 
est évaluée par immuno-blotting. 
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 E2F1 contient un IBM atypique : 
 
La poche hydrophobe du domaine BIR3 permet la reconnaissance de motifs IBM spécifiques 
ayant comme séquence préférentielle A (K/T/V/I) (P/A/E) (F/E/I/S/Y) (Vaux and Silke, 2005)(IBM 
conventionnel) ou SR (V/P) W (IBM non conventionnel) (Voir chapitre II)1) b)). 
 L’IBM « conventionnel » doit être exposé en position N-terminale pour pouvoir s’ancrer dans la poche 
de liaison. La séquence protéique E2F1 débute par la séquence M-ALAP qui pourrait agir comme un 
IBM classique, après élimination de la méthionine par une aminopeptidase, comme cela a été 
démontré pour l’IBM de NIK (Figure n°5, chapitre II)1) b)). Dans la construction 3HA-E2F1, les deux 
premiers acides aminés MA ont été tronqués et le site IBM potentiel est masqué par la conjugaison de 
trois tags HA en position N-terminale. Cette construction conserve sa capacité à lier cIAP1 suggérant 
que « ALAP » n’est pas un IBM ou qu’il existe plusieurs sites d’interaction.  
 Un travail de collaboration avec l’équipe dirigée par Béatrice Eymin a montré que cIAP1 
interagissait avec la région 89-191 d’E2F1 contenant le domaine de liaison à l’ADN (Cartier et al., 2011). 
Nous avons recherché la présence d’un motif ressemblant à un IBM dans la séquence du domaine de 
liaison à l’ADN d’E2F1. Nous avons retenu des séquences qui possèdent au moins 3 sur les 4 acides 
aminés de séquences IBM conventionnelles ou non-conventionnelles validées (Figure n°35A). Deux 
motifs ont été sélectionnés : AKKS, SGPA. Nous avons aussi sélectionné 2 motifs présentant des 
similitudes avec des IBM potentiels mais non validés de protéines capables de lier cIAP1 (Zhuang et al., 
2013): VKSPGEK et AAEVLKV.   
Des heptapeptides intégrant ces séquences ainsi qu’un heptapeptide contrôle (peptide 4, 
VLKVQR) ont été synthétisés afin d’analyser leur capacité à bloquer de façon compétitive l’interaction 
cIAP1-E2F1. Le peptide Smac N7 contenant l’IBM de Smac a été utilisé comme contrôle positif.  
Comme le peptide Smac N7, le peptide AKKSKNH bloque l’interaction cIAP1-E2F1 de manière 
dose dépendante, suggérant que la séquence correspondante à ce peptide puisse être importante 
pour l’interaction (Figure n°35D).  
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Figure 35:: Recherche d’un « IAP Binding Motif » 
A] Représentation des séquences des IBM conventionnels et non conventionnels connus 
B] Les cellules HeLa sont transfectées avec un vecteur contrôle ou pCI-cIAP1 ainsi que la protéine E2F1-3HA (IBM N terminal 
délété). Une immuno-précipitation à l’aide d’un anticorps dirigé contre l’étiquette HA est réalisées afin d’étudier l’interaction 
cIAP1 avec E2F1 par immuno-blotting.  
C] Représentation des séquences des peptides synthétisés pouvant représenter un potentiel IBM. 
D] Etude par GST-pull down de la capacité des différents peptides à rentrer en compétition avec E2F1 pour l’interaction avec 
cIAP1.  Les peptides et le smac N7 sont incubés 1h avec les constructions GST-cIAP1 puis la protéine E2F1 est ajoutée 1h aux 
constructions GST. L’interaction cIAP1-E2F1 est analysée par immuno-blotting. 
 
Un mutant d’E2F1 dépourvu de cette région correspondant au « potentiel IBM » a été créé 
(mutant appelé ∆IBM). Ce mutant conserve sa capacité à lier cIAP1 ce qui invalide notre hypothèse 
(Figure n°35B et 36A).  
Cependant, bien qu’il conserve son habilité à lier DP1 (Figure n°36C), il perd complètement son 
activité transcriptionnelle dans un test de transactivation et n’est plus stimulé par cIAP1 (Figure n°36B). 
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Figure 36: Caractérisation du mutant E2F1∆IBM 
 
Les cellules HeLa ont été transfectées avec les plasmides pCMV-E2F1-3HA, pCMV-E2F1∆IBM, A] pCMV-E2F1-K161/164, B] 
pGL-human CCNE (couplé au gène rapporteur luciférase), pCMV-β-gal et l’un des plasmides suivant: pCI-contrôle, pCI-cIAP1, 
C] pcDNA-DP1-HA. 
Les cellules HeLa transfectées sont lysées 24h après transfection et immuno-précipitées par un anticorps anti-cIAP1 (A]) ou 
un anticorps anti-E2F1 (C]). L’interaction avec les protéines d’intérêts est analysée par immuno-blotting. 
B] Quarante-huit heures après transfection, la luminescence est mesurée à l’aide du lecteur de plaque Envision pendant 12 
secondes. Les résultats de luminescence sont normalisés par les valeurs de densité optique déterminées pour la β-
galactosidase.  
 
Conclusion : 
 
E2F1 lie la poche hydrophobe du domaine BIR3 de cIAP1. La ou les régions d’E2F1 permettant 
cette interaction reste(nt) à identifier. La région 181AKKSKNH187 du domaine de liaison à l’ADN d’E2F1 
est essentielle à son activité transcriptionnelle.   
 
La première hélice alpha du domaine BIR3 de cIAP1 est nécessaire à l’interaction des protéines 
IBM et d’E2F1 avec la poche hydrophobe du BIR3. Ce domaine pourrait être important pour le maintien 
de la structure tertiaire de cette région.  
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3)  Etude des propriétés oncogéniques de cIAP1 : 
 
 cIAP1 stimule la croissance tumorale et la formation de métastases :  
 
cIAP1 est une protéine possédant des propriétés oncogéniques. Jean Berthelet a transformé des 
fibroblastes embryonnaires de souris cIAP1wt ou cIAP1-/- par l’oncogène H-Ras-V12 et analysé la 
croissance tumorale dans un modèle de xénogreffe chez la souris nude. Les tumeurs cIAP1-/-   ont une 
croissance ralentie par rapport aux tumeurs contrôles. Lorsqu’elles sont injectées par voie 
intraveineuse, l’absence de cIAP1 inhibe très significativement le développement de nodules 
pulmonaires cancéreux. Jean Berthelet a démontré que les cellules cIAP1-/- ont une capacité moindre 
à adhérer à un tapis de cellules endothéliales et à s’intercaler entre les cellules de ce tapis (Marivin et 
al., 2014).  
 
 Afin d’analyser les mécanismes de l’activité oncogénique de cIAP1, les MEF cIAP1-/- (SKO) ont 
été restaurées par une infection rétrovirale avec la forme native de cIAP1. Afin d’éviter les problèmes 
de compensation entre cIAP1 et cIAP2, des MEF double KO (DKO : cIAP1-/- cIAP2-/-) ont aussi été 
utilisées (Figure n°37A et 37B).  
 
 La restauration de cIAP1 dans les lignées SKO ou DKO accélère la croissance tumorale dans un 
modèle de xénogreffe chez la souris nude (Figure 37C) et la formation de nodules pulmonaires (figure 
1D) avec un retard retrouvé lors de la perte combinée de cIAP1 et cIAP2. Ces résultats confirment les 
propriétés oncogéniques de cIAP1 dans ce modèle cellulaire.  
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Figure 37: Analyse de l'impact de la restauration de cIAP1 dans des fibroblastes embryonnaires de souris dépourvus de 
cIAP1 ou de cIAP1 et cIAP2. 
A] Modèle cellulaire. 
B] Vérification de la restauration de cIAP1 dans les lignées de fibroblastes embryonnaires de souris déficientes en cIAP1 (SKO) 
ou déficientes en cIAP1 et cIAP2 (DKO) par immuno-blotting. 
C]D] Un million de cellules SKO ou DKO sont injectées par voie sous cutanée (C) ou par voie intraveineuse (D) chez la souris 
nude. La taille des tumeurs est évaluée à l’aide d’un pied à coulisse et le nombre de nodules pulmonaires quant à lui est 
déterminé après sacrifice des souris et récupération des poumons. 
 
 Le domaine BIR1 de cIAP1 semble important pour les propriétés oncogéniques de cIAP1 : 
 
Nous avons ensuite voulu analyser les mécanismes de l’activité oncogénique de cIAP1 par la 
restauration de différents mutants de cIAP1 incapables de lier un ou plusieurs partenaires spécifiques.  
 
 
 
 84 
Les mutants ci-dessous ont été utilisés : 
- L47A : mutation du site d’interaction avec d’adaptateur TRAF2, partenaire historique de cIAP1 
(II)2) b)). 
- H588A : mutant de cIAP1 dépourvu d’activité E3 ubiquitine ligase (Chapitre IV)1)). 
- Δα1BIR3 : mutant de cIAP1 incapable de lier E2F1, les caspases et smac (Chapitre IV)2)) mais 
conservant sa capacité à lier TRAF2, RIP1 (Figure n°34A). 
- cIAP1ΔBIR1 : mutant de cIAP1 dépourvu du domaine BIR1. Ce mutant n’est plus capable de lier 
TRAF2. Il conserve son interaction avec les autres partenaires notamment les caspases et 
Smac. 
- cIAP1ΔBIR2 : mutant de cIAP1 dépourvu du domaine BIR2. Ce mutant est incapable de lier la 
protéine cdc42, une petite protéine G de la famille des RhoGTPases contrôlant les 
modifications du cytosquelette d’actine (Marivin et al., 2014).   
 
Dans un premier temps, nous avons vérifié l’expression stable des mutants dans les lignées 
générées. Les mutants L47A, H588A, ΔBIR1 et ΔBIR2 sont exprimés avec un niveau équivalent à la 
protéine cIAP1 native. Par contre, le mutant Δα1BIR3 est faiblement exprimé (Figure n°38A). Nous 
avons réitéré les infections plusieurs fois, sous-cloné la construction en suspectant une mutation lors 
de la mutagénèse dirigée dans des régions du vecteur permettant l’intégration virale sans 
amélioration. Le taux d’ARN messager Δα1BIR3 semble équivalent aux autres constructions (Figure 
n°38B) suggérant une instabilité de la protéine exprimée après infection virale.  
 
Un million de cellules a été injecté chez la souris nude par voie sous cutanée ou par voie 
intraveineuse. cIAP1 et ses différents mutants stimulent la formation de tumeurs sous-cutanées de 
façon plus au moins équivalente (Figure n°38C). Ces expériences ont été reconduites par Baptiste 
Dumetier lors de son stage M2R en injectant 250 000 cellules au lieu d’un million. Dans ces conditions, 
les mutants cIAP1ΔBIR1 et L47A, incapables de lier TRAF2, sont moins efficaces que cIAP1 pour stimuler 
la croissance tumorale.  
Suite à une injection par voie intraveineuse des cellules, tous les mutants testés présentent 
une capacité moindre à former des nodules pulmonaires par rapport à cIAP1. La délétion du domaine 
BIR1 est suffisant pour abolir complètement la capacité de cIAP1 à induire la formation de nodules 
cancéreux pulmonaires (Figure n°38D). Cette expérience a ensuite été confirmée par Baptiste 
Dumetier dans deux expériences indépendantes.  
 
 Nous avons comparé par un « RT-qPCR array » l’expression de cibles du promoteur NF-κB (permet la 
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et la survie cellulaire) dans la lignée exprimant cIAP1 
sauvage versus celle exprimant le mutant cIAP1ΔBIR1.  
Cette dernière lignée possède de nombreux gènes régulés négativement par rapport à ceux de la lignée 
cIAP1 (Figure n°38E).  
  
 85 
 
 
Figure 38: Impact de la restauration de mutants de cIAP1 sur la croissance tumorale et la formation de nodules 
pulmonaires 
 
A] Vérification de la restauration des mutants de cIAP1 dans les lignées embryonnaires de fibroblastes de souris déficientes 
en cIAP1 et cIAP2 (DKO) par immuno-blotting. 
B] Analyse par qPCR du taux d’ARN messager de cIAP1 ou de ces mutants dans les lignées restaurées avec cIAP1 ou l’un de 
ses mutants. 
C]D] Un million de cellules DKO restaurées sont injectées par voie sous cutanée (C) ou par voie intraveineuse (D). La taille des 
tumeurs est évaluée à l’aide d’un pied à coulisse et le nombre de nodules pulmonaires quant à lui est déterminé après sacrifice 
des souris et récupération des poumons. 
E] Analyse de l’activation de gènes cibles du promoteur NF-kB dans les lignées de fibroblastes embryonnaires  
cIAP1-/- cIAP2-/- restaurées avec cIAP1 versus celle restaurée avec cIAP1ΔBIR1 par qPCR (utilisation d’un « array » de chez 
Qiagen). 
Jaune = gènes surexprimés dans la lignée cIAP1 ΔBIR1 ; noir = expression identique des gènes des deux lignées ; bleu = gènes 
sous-exprimés dans la lignée cIAP1 ΔBIR1. 
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Conclusion : 
 
Nous avons mis en place un modèle cellulaire permettant l’analyse des propriétés 
oncogéniques de cIAP1 dans une condition d’expression de l’oncogène H-Ras-V12. Nous n’avons pas 
réussi à déterminer l’importance de la coopération cIAP1-E2F1 dans cette activité. Cependant, j’ai 
montré l’importance du domaine BIR1 de cIAP1 qui permet son interaction avec l’adaptateur 
moléculaire TRAF2. 
Une étude plus approfondie de l’importance du domaine BIR1 et du partenaire TRAF2 dans 
l’activité oncogénique de cIAP1 constitue le sujet de thèse de Baptiste Dumetier. 
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V] Discussion : 
cIAP1 est une protéine présentant une double localisation subcellulaire. Elle est exprimée dans 
le cytoplasme des cellules immunitaires comme les monocytes et les macrophages et dans des cellules 
épithéliales en phase terminale de différenciation (Plenchette et al., 2004). Par contre, cette protéine 
est retrouvée dans le noyau des cellules souches hématopoïétiques, des cellules épithéliales peu 
différenciées de la peau et du colon et dans certaines lignées de cellules cancéreuses. A ce jour les 
fonctions cytoplasmiques de cIAP1 sont très bien décrites, notamment son rôle au sein de la 
signalisation du TNF-α. A l’inverse ces fonctions nucléaires restent peu décrites, mon équipe d’accueil 
a montré en 2011 la capacité de cIAP1 à interagir et à moduler l’activité du facteur de transcription 
E2F1 (Cartier et al., 2011).  Cette activité n’a été détectée que dans les cellules présentant un cIAP1 
nucléaire. De façon intéressante, une interaction d’E2F1 avec un autre membre de la famille IAP a été 
rapportée récemment (Cao et al., 2014). La délétion du domaine RING de XIAP induit sa localisation 
dans le compartiment nucléaire, où il s’associe au facteur de transcription. Ce travail confirme la 
capacité des IAP à lier E2F1 dans le noyau.  
 
Notre équipe s’est par conséquent intéressée au rôle de cIAP1 sur la régulation d’E2F1 et a 
voulu déterminer l’importance de cette relation dans la carcinogenèse. 
 
Le facteur de transcription E2F1 contrôle l’expression de gènes impliqués dans le contrôle du 
cycle cellulaire. Ce facteur possède aussi un rôle dans l’apoptose et dans la réponse à 
l’endommagement de l’ADN en contrôlant la transcription de gènes clés de ces processus cellulaires. 
Une activité non transcriptionnelle de E2F1 dans la régulation de l’apoptose a aussi été décrite (Biswas 
and Johnson, 2012; Garcia-Garcia et al., 2012; Hao et al., 2012). 
 
1) Régulation d’E2F1 par cIAP1 : 
 
Nous avons montré la capacité de cIAP1 à stabiliser E2F1. Ce facteur de transcription E2F1 
contrôle l’expression de gènes impliqués dans la régulation du cycle cellulaire. Il possède aussi un rôle 
dans l’apoptose et dans la réponse des cellules aux dommages à l’ADN. Cette activité est étroitement 
liée à son niveau d’expression. En effet, un pic d’expression d’E2F1 est observé en phase S du cycle 
cellulaire et suite à une lésion de l’ADN. Une déplétion de cIAP1 inhibe la stabilisation d’E2F1 dans les 
deux situations, montrant un rôle capital de cIAP1. L’augmentation d’expression d’E2F1 est liée, pour 
une part importante à une stabilisation de la protéine (pour revue (Pützer and Engelmann, 2013)).  
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La stabilisation d’E2F1 peut passer par différents processus : elle peut être due à une simple 
liaison avec une protéine partenaire telle que la protéine Rb (Martelli and Livingston, 1999) ou encore 
la protéine MDM2 (Zhang et al., 2005), ou elle peut être associée à des modifications post-
traductionnelles.  
L’interaction entre cIAP1 et E2F1 est essentielle pour la stabilisation d’E2F1 puisque le mutant 
cIAP1Δα1BIR3, incapable d’interagir avec E2F1 perd sa capacité à le stabiliser. Cependant, elle est 
insuffisante. En effet, le mutant F616A qui conserve son habilité à lier E2F1 est incapable de le 
stabiliser. La Phénylalanine 616 est le site de dimérisation de cIAP1, nécessaire à son activité E3-
ubiquitine ligase (Feltham et al., 2011). Par ailleurs, une inhibition de la réaction d’ubiquitinylation 
bloque aussi la capacité de cIAP1 à stabiliser le facteur de transcription. La stabilisation d’E2F1 par 
cIAP1 nécessite donc une interaction avec cIAP1 combinée avec une ubiquitinylation de ce facteur par 
cIAP1. 
La stabilisation d’E2F1 pourrait s’expliquer par l’effet protecteur de cIAP1 vis à vis de l’action 
d’enzymes permettant la dégradation d’E2F1. E2F1 est dégradé en fin de phase S par une 
ubiquitinylation par le complexe SCFskp2 suivit d’une dégradation par le protéasome. En pro-
métaphase, E2F1 est dégradé suite à une ubiquitinylation par le complexe APCcdh1. Nous montrons 
qu’une perte de l’expression de cIAP1 par l’ajout d’un ARN interférant ciblant cIAP1, favorise la 
dégradation d’E2F1 par SCFskp2 et APCcdh1.  La protection d’E2F1 contre l’action du complexe SCFskp2 est 
observée en phase S du cycle cellulaire par la liaison de la protéine MDM2 (Zhang et al., 2005). cIAP1 
pourrait aussi avoir cet effet protecteur. E2F1 peut aussi être dégradé par le protéasome suite à la 
conjugaison d’un signal NEDD8. Dans un article publié en 2012, Loftus et al. montre que la neddylation 
d’E2F1 sur les lysines 117, 120 et 125 conduit à la dégradation de la protéine.  
 
Ce résultat peut s’expliquer par plusieurs hypothèses : 
1) Tout comme MDM2 qui protège E2F1 en empêchant la liaison du complexe SCFskp2, cIAP1 ou 
les chaînes d’ubiquitines K63 greffées par cIAP1 pourraient bloquer l’interaction d’E2F1 avec les autres 
E3-ubiquitine ou NEDD8-ligase. Les sites d’interaction d’E2F1 avec SCFskp2 sont localisés dans la partie 
N-terminale (41 premiers acides aminés) (Marti et al., 1999), avec APCcdh1 dans la partie C-terminale 
(acides aminés 359 à 437) (Budhavarapu et al., 2012). La NEDD8-ligase n’est pas connue à ce jour. Les 
sites d’interaction avec cIAP1 ne sont pas clairement définis (voir 2ème partie de la discussion) mais 
semblent impliquer une région contenant le domaine de liaison à l’ADN (acides aminés 89-191) (Cartier 
et al., 2011).  Ces sites d’interaction semblent très éloignés, cependant, ils pourraient être plus 
rapprochés si l’on tient compte de la structure quaternaire de la protéine. cIAP1 pourrait aussi gêner 
la liaison des autres E3-ligases indirectement via le recrutement de protéines inhibitrices.  
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Il est possible que les chaînes d’ubiquitines K63 puissent être reconnues par des protéines possédant 
un domaine de liaison de l’ubiquitine comme les domaines UBA ou UBD.  
 
2) La fixation de cIAP1 sur E2F1 ou l’ubiquitinylation K63 des lysines 161 et 164 provoquerait un 
changement de conformation d’E2F1 masquant les sites de fixation des autres E3-ligases, 
d’ubiquitinylation ou de Neddylation. De façon intéressante, le mutant K161/K164 possède un profil 
de neddylation très important par rapport à la protéine sauvage (Loftus et al., 2012), De plus, nous 
avons montré que ce mutant présente aussi un très fort niveau basal d’ubiquitinylation totale. Enfin la 
surexpression de cIAP1 diminue le profil d’ubiquitinylation de type K48 d’E2F1 (Figure n°26C). 
L’ensemble de ces observations pourraient suggérer que l’ubiquitinylation des lysines 161 et 164 par 
cIAP1 pourrait protéger la protéine contre ces autres modifications. 
 
3) cIAP1 et les complexes SCFskp2 et APCcdh1 ubiquitinyleraient le même site provoquant une 
compétition entre l’ubiquitinylation dégradative de ces deux complexes et l’ubiquitinylation 
stabilisatrice de cIAP1. Les sites ubiquitinylation par SCFskp2 et APCcdh1 n’ont pas été identifiés. Il serait 
intéressant de rechercher la capacité de APCcdh1 et SCFskp2 à ubiquitinyler le mutant E2F1 K161/164.  
 
Nous avons montré que cIAP1 stabilise les formes ubiquitinylées de type K11 et K63 d’E2F1. 
Dans la version révisée de l’article, nous montrons que cIAP1 est capable de conjuguer des chaînes 
d’ubiquitines de type K48, K11 et K63 mais uniquement capable de stabiliser les formes ubiquitinylées 
K11 et K63 d’E2F1. Les chaînes K48 sont des signaux de reconnaissance par le protéasome. A ma 
connaissance, l’ubiquitinylation de type K48 d’E2F1 n’a pas décrite. Le type d’ubiquitinylation par 
SCFskp2 n’a pas été étudié. Dans la mesure où SCFskp2 induit une dégradation d’E2F1, il est possible que 
cette E3-ligase conjugue des chaînes de type K48. J’ai recherché cette ubiquitinylation au cours de ma 
thèse mais je n’ai pas réussi à la mettre en évidence. APCcdh1 est connu pour induire une 
ubiquitinylation de type K11 conduisant à la dégradation de la protéine (Budhavarapu et al., 2012). 
Notre travail montre que l’ubiquitinylation K11 d’E2F1 peut aussi être non dégradative. 
L’ubiquitinylation K63 est plutôt associée à un signal non protéolytique impliqué dans les mécanismes 
de réparation de l’ADN, dans la régulation transcriptionnelle, dans l’endocytose ou encore dans 
l’activation de protéines kinases (pour revue :(Woelk et al., 2007)) ce qui concorde avec nos résultats.  
Nous ne pouvons pas exclure la présence de chaînes d’ubiquitines mixtes ou branchées. En 
effet, une étude récente montre une coopération surprenante entre l’ubiquitinylation de type K48 
avec l’ubiquitinylation de type K63.  
 Cette coopération permet de protéger l’ubiquitinylation de type K63 de l’action des déubiquitinases 
et favorise l’activation du facteur de transcription NF-κB  (Ohtake et al., 2016).  
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Le complexe E3-ligase APC est capable de former des chaînes branchées K11/K48 conduisant à la 
dégradation de la protéine (Meyer and Rape, 2014).  
 
Deux travaux récents montrent une ubiquitinylation de type K63 d’E2F1 (Mahanic et al., 2015; 
Wang et al., 2015). Les E3-ligases n’ont pas été identifiées. L’article de Wang et al. montre qu’une 
déubiquitinase nommé POH1 stabilise E2F1 via sa capacité à enlever les chaînes d’ubiquitines de type 
K63 (Wang et al., 2015). Ces résultats suggèrent que les chaînes K63 puissent donc être un signal 
dégradatif ce qui n’est pas en accord avec nos connaissances sur l’ubiquitinylation de type K63. L’article 
de Mahanic et al. montre que la déubiquitinase UCH37 enlève les chaînes d’ubiquitines de type K63 
d’E2F1 ce qui stimule son activité transcriptionnelle sur ces gènes cibles prolifératifs (ccnE, Cdc6, 
thymidine kinase, TopBP1) et pro-apoptotiques (caspase 3, p73 et Apaf1)(Mahanic et al., 2015). Ces 
résultats suggèrent que l’ubiquitinylation de type K63 pourrait inhiber l’activité transcriptionnelle 
d’E2F1. Ceci est en opposition avec nos résultats puisque nous montrons d’une part que les lysines 
161/164 sont indispensables à l’activité transcriptionnelle d’E2F1 et à sa capacité à lier les promoteurs 
des gènes cibles ccne, tp73 et apaf1. En accord avec ces résultats, mon équipe d’accueil avait 
précédement montré que cIAP1 était nécessaire au recrutement de E2F1 sur ces promoteurs (Cartier 
et al., 2011) . Dans la version révisée de l’article, nous avons élargit cette observation par une analyse 
globale du recrutement d’E2F1 sur la chromatine par ChIP-seq et nous montrons que la déplétion de 
cIAP1 diminue considérablement la capacité d’E2F1 à lier la chromatine (Supplementary Figure 3, 
article en annexe). L’ensemble de ces résultats suggèrent le rôle très important de cIAP1 et de 
l’ubiquitinylation des lysine 161/164 dans la liaison d’E2F1 sur les promoteurs des gènes cibles.  
Il serait interressant de rechercher la capacité de POH1 et UCH37 à enlever les chaînes K63 
greffées par cIAP1.  
 
Les différents types de modifications (ubiquitinylations K11, K48, K63 et neddylation) 
observées peuvent intervenir à des moments différents du cycle cellulaire. Nous avons montré qu’une 
ubiquitinylation K63 d’E2F1 par cIAP1 en phase S du cycle cellulaire au moment ou l’activité d’E2F1 est 
maximale. L’ubiquitinylation dégradative par SCFskp2 a lieu en fin de phase S, stimulée par la liaison et 
la phosphorylation d’E2F1 par le complexe cyclineA/cdk2. Comme précédement évoquée, nous 
pouvons supposer que l’ubiquitinylation K63 par cIAP1 inhibe le recrutement ou l’activité de SCFskp2. 
L’action d’une déubiquitinase permettant d’enlever les chaînes K63 pourrait être nécessaire pour 
permettre la progression des cellules en phase G2. De la même façon, un signal activateur de cIAP1 en 
début de phase S semble nécessaire.  
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Mon équipe d’accueil a précédemment montré que cIAP1 liait E2F1 durant toutes les phases 
du cycle cellulaire (Cartier et al., 2011) mais il semble que l’ubiquitinylation se fasse principalement en 
phase S. 
En début de phase S, E2F1 est activé suite à la phosphorylation et libération de Rb (Fagan et al., 1994). 
Rb ne semble pas moduler la capacité de cIAP1 à induire une ubiquitinylation d’E2F1. Par contre, cIAP1 
semble faciliter la dissociation Rb-E2F1.  
 
De nombreuses modifications post-traductionnelles peuvent moduler la stabilité d’E2F1. Ceci 
a essentiellement été démontré lors de la stabilisation d’E2F1 suite à des lésions de l’ADN. En effet, un 
endommagement de l’ADN peut conduire à la phosphorylation des sérines 31 (Lin et al., 2001), 332 et 
337 (Fagan et al., 1994), 364 (Stevens et al., 2003), 403 (Real et al., 2010) ; la déméthylation des 
arginines 111 et 113 (Cho et al., 2012) et la méthylation de l’Arginine 109 (Zheng et al., 2013); 
l’acétylation des lysines 117, 120 et 125 (Martínez-Balbás et al., 2000; Pediconi et al., 2009; Pillai et al., 
2010).  
Une inhibition des méthyl-transférases PRMT1 et PRMT5 permettant respectivement la 
méthylation des arginine 109 après un endommagement de l’ADN et des Arginines 111 et 113 en phase 
S (Cho et al., 2012; Zheng et al., 2013) bloque l’ubiquitinylation par cIAP1. Une étape de méthylation 
semble donc essentielle. Par contre, l’ubiquitinylation d’E2F1 par cIAP1 semble indépendante de 
l’acétylation des lysines 117, 120 et 125 puisque la mutation de ces lysines ne module pas la capacité 
de cIAP1 à stimuler l’activité de E2F1 (Figure n°26F).  
Il serait intéressant d’étudier l’impact de la phosphorylation, mais aussi des autres 
modifications post-traductionnelles comme la sumoylation et la citrunillation.  
 
Ces différents résultats montrent une régulation d’E2F1 par cIAP1 via un mécanisme 
d’ubiquitinylation. Il pourrait être intéressant d’analyser l’effet d’inhibiteurs des IAP et notamment de 
cIAP1 dans des échantillons tumoraux possédant un niveau protéique d’E2F1 excessif.  
 
2) Détermination des sites importants pour l’interaction entre cIAP1 et 
E2F1 : 
 
cIAP1 possède différents domaines d’interaction protéine-protéine. Les substrats 
d’ubiquitinylation des IAP interagissent via les domaines BIR. Lors de la première étude menée par 
mon équipe d’accueil sur l’interaction entre cIAP1 et E2F1, Jessy Cartier a montré l’importance des 
domaines BIRs de cIAP1 pour son interaction avec E2F1(Cartier et al., 2011). En accord avec ces 
données nous montrons une interaction de cIAP1 avec E2F1 via son domaine BIR3.  
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Le domaine BIR3 de cIAP1 est un domaine BIR de type II c’est-à-dire qu’il possède une poche 
hydrophobe (Gyrd-Hansen and Meier, 2010). La délétion de régions du domaine BIR3 essentielles à la 
formation de la poche hydrophobe entraine une perte de la capacité de cIAP1 à interagir avec E2F1.  
La protéine Smac ainsi que les caspases 7 et 9 lient ce domaine BIR3 via un motif nommé IBM 
(Eckelman and Salvesen, 2006; Vaux and Silke, 2005). L’ajout d’un Smac mimetic (structure basée sur 
la séquence de l’inhibiteur endogène des IAP nommé Smac) et de l’heptapeptide correspondant à 
l’IBM de Smac entraine une diminution de l’interaction entre E2F1 et cIAP1 de manière dose 
dépendante. Ces résultats montrent qu’E2F1 lie la poche hydrophobe du domaine BIR3. Le domaine 
BIR2 de cIAP1 possède aussi une poche hydrophobe d’interaction présentant de grande similitude avec 
la poche BIR3. La délétion du domaine BIR3 n’abolie pas complétement l’interaction de cIAP1 avec 
E2F1 suggérant qu’E2F1 puisse aussi lier, avec une affinité moindre le domaine BIR2.  
 
De manière surprenante, la délétion de la région QTHAARMRTFMY correspond à la première 
hélice alpha du domaine BIR3 mais extérieure à la poche hydrophobe d’interaction empêche 
l’interaction entre cIAP1 et E2F1. En accord avec les résultats attendus, la délétion de l’hélice alpha 1 
du domaine BIR3 de cIAP1 entraine une perte de l’ubiquitinylation et de la stabilisation d’E2F1 ainsi 
qu’une perte de la stimulation de l’activité transcriptionnelle d’E2F1 sur le promoteur de la cycline E. 
La perte de cette région empêche aussi l’interaction de cIAP1 avec la caspase 7 et Smac connus pour 
lier la poche hydrophobe du BIR3 mais ne module pas la liaison de TRAF2 et RIP1 qui lient les domaines 
BIR1 et BIR2. L’hélice alpha 1 du domaine BIR3 de cIAP1 semble essentielle au maintien de la structure 
de la poche hydrophobe. Une étude sur l’interaction entre Smac et le domaine BIR3 de XIAP mentionne 
que l’hélice alpha 1 de ce domaine possède un site de liaison avec la protéine Smac. Cependant, 
l’interface créée entre l’hélice alpha1 et Smac aurait un rôle mineur dans l’interaction XIAP-Smac (Wu 
et al., 2000). Contrairement à ces données, le maintien de l’hélice alpha 1 du domaine BIR3 de cIAP1 
semble indispensable. De manière intéressant un mutant de cIAP1 dépourvu de cette hélice est 
résistant à la dégradation induite par des Smac-mimetics.  
 
Le domaine BIR3 reconnait des séquences consensus spécifiques appelés IBM (IAP Binding 
motif) capables de s’ancrer dans la poche hydrophobe. Il existe des IBM qualifiés d’IBM conventionnels 
et des IBM qualifiés d’IBM non conventionnels (Kurakin and Bredesen, 2007; Vaux and Silke, 2005). 
 
Les IBM conventionnels doivent être exposés en position N-terminale pour pouvoir s’ancrer 
dans la poche hydrophobe. L’extrémité N-terminale d’E2F1 possède des ressemblances avec un IBM : 
M-A-L-A-G.  
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Cette séquence pourrait tout à fait correspondre à un IBM. Tout comme NIK (Lee et al., 2014), une 
aminopeptidase permettrai d’exposer l’IBM d’E2F1 qui se lierai alors à la poche hydrophobe du 
domaine BIR3 de cIAP1.  
Le mutant 3HA-E2F1 (ne possède plus les résidus méthionine et alanine et possède une étiquette 3HA 
empêchant l’exposition N-terminale de l’IBM) conserve sa capacité à lier cIAP1. Ce résultat suggère 
que la région N-terminale d’E2F1 n’est pas un IBM.  
 
Dans l’étude précédente (Cartier et al., 2011), des expériences d’interaction par GST-pull-down 
montrent une interaction de cIAP1 avec la région 89-181 contenant le « DNA binding domain » d’E2F1. 
La recherche de séquences se rapprochant d’IBM connus a identifié la séquence 181AKKSKNH187. Isolée, 
cette séquence est capable d’inhiber l’interaction cIAP1-E2F1 suggérant qu’elle est capable de s’ancrer 
dans la poche du BIR3. Cependant, la délétion de cette séquence n’empêche malheureusement pas la 
capacité d’E2F1 à lier cIAP1. Ce motif a une structure proche d’un motif IBM conventionnel qui 
nécessite une exposition en position N-terminale. Or, il est situé à l’intérieur de la séquence E2F1 et 
cIAP1 lie la protéine native et non un fragment de clivage. L’ensemble de ces résultats suggèrent donc 
qu’E2F1 ne possèderait pas d’IBM conventionnel.  
La séquence du domaine de liaison à l’ADN d’E2F1 pourrait contenir un IBM non conventionnel 
qui ne nécessite par une exposition en position N-terminale. Une protéine pro-apoptotique nommée 
ARTS (Apoptosis Related protein in the TGF-β Signalling pathway) lie le domaine BIR3 de XIAP grâce à 
un motif (QEHQGQGCH) ne ressemblant ni à un motif IBM conventionnel (A(KTVI)(PAE)(FEISY)) ni à un 
motif non conventionnel (SR(VP)W) (Bornstein et al., 2011; Edison et al., 2012).  Il est donc 
envisageable qu’E2F1 lie le domaine BIR3 de cIAP1 via un nouveau type de motif ressemblant à celui 
retrouvé chez ARTS. L’alignement par ClustalW2 entre le motif de la protéine ARTS et le domaine de 
liaison à l’ADN d’E2F1 identifie une séquence possédant de grande homologie : HPGKG (Figure n°39). 
Il serait intéressant de déterminer si la délétion de cette région abolie la liaison entre E2F1 et cIAP1.  
 
 
Figure 39 : Alignement de la séquence du domaine de liaison à l'ADN d'E2F1 et du motif de liaison du domaine BIR3 de 
XIAP présent chez ARTS 
Les séquences correspondant aux peptides synthétisés au cours de ma thèse sont encadrées en vert. 
La séquence possédant une forte homologie (|) avec la séquence de ARTS essentielle à l’interaction avec XIAP est surlignée 
en bleue.  
Un point représente une faible homologie et les deux points une grande homologie entre les acides aminés.  
 
 95 
Curieusement La délétion de la séquence 181AKKSKNH187 (E2F1ΔIBM) abolie aussi l’activité 
transcriptionnelle d’E2F1 sur la cycline E. Ce mutant lie toujours cIAP1 et DP1 mais ne possède plus 
d’activité transcriptionnelle : cette région est surement essentielle pour la liaison d’E2F1 sur l’ADN tout 
comme l’arginine 166 d’E2F1 dont la mutation abolie sa capacité à lier l’ADN (Yu et al., 2011).  De plus, 
la lysine 182 (conservée entre les différents membres de la famille E2F) lie l’ADN (Martínez-Balbás et 
al., 2000). Sa délétion ne peut pas à elle seule entrainer un défaut de liaison à l’ADN empêchant notre 
mutant d’exercer son activité transcriptionnelle sur les gènes cibles d’E2F1 puisque nous montrons 
que le mutant E2F1 K182/183 possède une activité transcriptionnelle sur le promoteur de la cycline E 
quasiment identique à la protéine sauvage lors de la surexpression de cIAP1. La mutation de la lysine 
185 quant à elle semble favoriser l’activité transcriptionnelle d’E2F1 sur le promoteur de la cycline E 
bien que son activité ne soit plus stimuler par la surexpression de cIAP1. Pour finir, l’asparagine (N) 
186 est elle aussi connue pour être importante pour la liaison d’E2F1 avec l’ADN (Zheng et al., 1999).  
La délétion de la lysine 182 combinée à l’asparagine 186 est peut-être suffisante pour 
empêcher la liaison d’E2F1 sur l’ADN. 
 
Des expériences complémentaires devront être réalisées afin d’identifier la séquence puis le 
ou les acide(s) aminé(s) d’E2F1 impliqué(s) dans l’interaction avec cIAP1. Notre approche de peptides 
compétiteurs n’ayant mené à aucun résultat positif, il serait peut-être judicieux de revenir à un 
système de délétion ou de mutation de séquences d’E2F1.  
Nous pourrions fragmenter le domaine de liaison à l’ADN d’E2F1, ainsi que la partie N-terminale d’E2F1 
et regarder quelles régions de ce domaine conservent leur capacité à lier cIAP1. Enfin nous pourrions 
affiner notre recherche par mutagenèse des différents acides aminés contenus dans la région d’intérêt 
identifiée.  
 
D’après ces différentes données, la conformation de cIAP1 pour la liaison avec E2F1 est très 
importante, la poche hydrophobe du domaine BIR3 doit être intacte afin de garantir l’interaction entre 
E2F1 et cIAP1. Le mutant de cIAP1 n’interagissant plus avec cIAP1 (cIAP1∆α1BIR3) semble toujours 
capable de dimériser puisqu’il conserve son activité E3 ubiquitine ligase. Il serait intéressant d’étudier 
plus précisément la conformation adoptée par cIAP1 lors de son interaction avec E2F1 à l’aide, d’une 
part de logiciel informatique et d’autre part par cristallographie.   
Même si nous n’avons pas clairement démontré les mécanismes d’interaction, nous possédons 
aujourd’hui un mutant de cIAP1 incapable de lier E2F1, les caspases et smac et de plus résistant à 
l’action des Smac mimetics et un mutant d’E2F1 incapable de lier l’ADN. Ces mutants seront des outils 
importants pour l’étude fonctionnelle de ces 2 protéines.  
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3) Etude des propriétés oncogéniques de cIAP1 : 
 
cIAP1 a été décrit comme une protéine possédant des propriétés oncogéniques chez la souris 
pour la première fois en 2006 : associée à une délétion de p53, une amplification des gènes codant 
cIAP1, cIAP2 et YAP (amplicon 9A1) est responsable du développement d’hépatocarcinome chez la 
souris  (Zender et al., 2006). La diminution de cIAP1 par action d’un ARN interférent inhibe la croissance 
tumorale dans ce même modèle. La présence de cet amplicon promoteur de tumeurs a ensuite été 
confirmée chez la souris dans des modèles d’ostéosarcomes et de tumeurs mammaires (Cheng et al., 
2010; Ma et al., 2009). Chez l’homme la présence d’une amplification chromosomique équivalente 
(11q22) contenant les mêmes gènes a été détectée dans différents modèles tumoraux. Une 
surexpression de cIAP1 indépendamment de cet amplicon a aussi été observée (Bashyam et al., 2005; 
Che et al., 2012; Cheng et al., 2010; Dai et al., 2003; Ferreira et al., 2001; Grzybowska-Izydorczyk et al., 
2010; Imoto et al., 2002; Imoto et al., 2001; Krajewska et al., 2003; Liu et al., 2001; Ma et al., 2009; 
Ponnelle et al., 2003; Qi et al., 2008; Reardon et al., 1997; Silva et al., 2006; Snijders et al., 2005; 
Tanimoto et al., 2005; Vallat et al., 2003; Zender et al., 2006). Malgré un grand nombre d’études 
présentant la surexpression de cIAP1 dans les cancers, la fonction de cIAP1 responsable de son 
oncogénicité n’est pas clairement identifiée. En effet, cIAP1 possède de nombreuses fonctions et peut 
agir sur divers processus biologiques qui pourraient chacun être responsable de son oncogénicité : 
cIAP1 intervient dans l’inhibition de l’apoptose, dans la réponse inflammatoire, dans l’immunité, dans 
la prolifération et la différentiation cellulaire (Dupoux et al., 2009; Kearney et al., 2013). L’altération 
de chacune de ces voies pourrait conduire à la stimulation de la croissance tumorale. De façon 
intéressante, la localisation nucléaire de cIAP1 a été corrélée avec un mauvais pronostic et/ou une 
mauvaise réponse aux traitements thérapeutiques  dans le cancer de l’œsophage (Imoto et al., 2001), 
dans le cancer de la vessie (Che et al., 2012), le cancer du col de l’utérus (Imoto et al., 2002), le cancer 
colorectal (Ponnelle et al., 2003), le cancer de la tête et du cou (Tanimoto et al., 2005), le cancer de la 
langue (Qi et al., 2008). Ceci suggère que l’activité nucléaire de cIAP1 pourrait être importante à son 
activité oncogénique.  
 
Afin d’approfondir les mécanismes de l’activité oncogénique de cIAP1, un modèle d’étude a 
été mis en place. Des fibroblastes de souris ont été transformés par l’oncogène H-Ras-V12. L’injection 
de ces cellules chez la souris nude induit une tumeur sous-cutanée dans un modèle de xénogreffe ou 
la formation de nodules pulmonaires lorsqu’elles sont injectées par voie intraveineuse. L’absence de 
cIAP1 ralentit le développement tumoral. Cet effet est amplifié avec des cellules dépourvues de cIAP1 
et de cIAP2. Ce retard concorde avec l’effet de compensation existant entre cIAP1 et cIAP2 (Mahoney 
et al., 2008). La restauration de cIAP1 accélère considérablement la croissance tumorale.  
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Ce modèle devrait donc permettre d’analyser l’importance des différentes fonctions de cIAP1 en 
exprimant des mutants de cIAP1 ayant perdus l’une ou l’autres de ces fonctions.  
 
Nous avons exprimé dans ces cellules notre mutant cIAP1∆α1BIR3 incapable de lier E2F1. La qualité de 
l’expression de notre mutant dans les lignées cIAP1-/-cIAP2-/- ou cIAP1-/- n’étant pas acceptable, nos 
résultats restent difficilement interprétables. Le niveau d’expression faible de notre mutant peut 
s’expliquer par un mauvais repliement de la protéine qui sera alors dégradée par cellule. Nous avons 
vu précédemment que la délétion de l’hélice alpha 1 du domaine BIR3 altère la poche hydrophobe et 
donc la conformation initiale de cIAP1, cette mauvaise conformation serait détectée par la cellule qui 
cherchera à éliminer cette protéine mal repliée. Ces différentes questions restent en suspens et 
méritent d’être résolues. 
En effet, l’interaction entre E2F1 et cIAP1 pourrait avoir un rôle crucial pour les propriétés 
oncogéniques de cIAP1. Comme nous l’avons déjà évoqué, il existe une corrélation entre l’agressivité 
de la tumeur et l’expression nucléaire de cIAP1 dans différents modèles tumoraux.  
L’équipe du Dr Nikitin a mis au point un modèle mammaire dans le but de rechercher les anomalies 
génétiques associées au développement de tumeurs mammaires chez la souris (Cheng et al., 2010). La 
délétion de Rb seule est insuffisante pour induire le développement tumoral.  Les auteurs montrent 
que deux anomalies sont nécessaires : soit une délétion combinée de Rb et p53, soit la délétion de p53 
et la présence de l’amplicon 9A1 contenant le gène cIAP1. Ces résultats non seulement confirment les 
propriétés oncogéniques de cIAP1, mais suggèrent que la surexpression de cIAP1 et la délétion de Rb 
pourraient avoir la même finalité. Les deux anomalies induisent une activation exacerbée d’E2F1. Ces 
observations pourraient suggérer que l’activation d’E2F1 par cIAP1 serait un mécanisme important 
impliqué dans l’activité oncogénique de cIAP1 dans les tumeurs mammaires. Tout comme l’expression 
de cIAP1, celle d’E2F1 est retrouvée amplifiée dans de nombreux cancers tels que le cancer de la vessie 
(Lee et al., 2010; Sharma et al., 2010), du sein (Han et al., 2003; Zacharatos et al., 2004; Zhang et al., 
2000), du col de l’utérus (Narayan and Murty, 2010; Wilting et al., 2008), de l’œsophage (Ebihara et 
al., 2004; Fujita et al., 2003), du poumon non à petites cellules (Huang et al., 2007; Imai et al., 2004; 
Tonon et al., 2005) et à petites cellules (Eymin et al., 2001; Mega et al., 2005), ovarien (De Meyer et 
al., 2009; Reimer et al., 2006; Suh et al., 2008) mais aussi dans l’adénocarcinome gastrique (Suzuki et 
al., 1999; Yasui et al., 2000), l’hépatocarcinome (Midorikawa et al., 2007; Palaiologou et al., 2012), 
glioblastome  (Alonso et al., 2005) et le mélanome (Mannava et al., 2012; Nelson et al., 2006).  Il 
pourrait être intéressant de regarder si la surexpression d’E2F1 dans ces différents cancers est 
accompagnée d’une augmentation du niveau protéique de cIAP1.  
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En effet, une surexpression de cIAP1 et d’E2F1 a été identifiée indépendamment l’une de l’autre dans 
le cancer du sein (Cheng et al., 2010; Han et al., 2003 ; Zacharatos et al., 2004; Zhang et al., 2000), dans 
le cancer du col de l’utérus (Imoto et al., 2002; Narayan et al.,2010; Wilting et al., 2008), dans le 
glioblastome (Alonso et al., 2005)… Cette surexpression d’E2F1 peut être due à sa stabilisation par la 
protéine cIAP1 qui est retrouvée en grande quantité dans ces cancers. 
Si une concordance entre l’expression de cIAP1 et d’E2F1 est retrouvée, il pourrait être judicieux de 
vérifier le profil d’ubiquitinylation d’E2F1 dans ces échantillons tumoraux et d’étudier l’impact de 
l’ajout d’un Smac mimetic sur ces tumeurs. De plus, l’extinction du gène codant pour cIAP1 dans des 
lignées tumorales surexprimant E2F1 pourrait être une stratégie d’étude intéressante.  
  
  
Une étude de 2003, montre une induction de la sénescence par l’inhibition des gènes cibles 
E2F via Rb (Narita et al., 2003). Un régulateur du cycle cellulaire nommé Ecd (Ecdysoneless) interagit 
avec la forme hypophosphorylée de Rb et permet la libération d’E2F1 du complexe Rb-E2F1. Cette 
libération d’E2F1 favorisera la progression cellulaire (Kim et al., 2009). De plus, ce régulateur coopère 
avec HRas pour favoriser la prolifération cellulaire dans des cellules hMEC transformées (Bele et al., 
2015). D’autres études montrent un rôle d’E2F1 dans l’inhibition de l’induction de la sénescence des 
cellules. Par exemple, une équipe montra qu’une répression de l’expression d’E2F1 entraine une 
diminution de l’expression de Lsh (répresseur de p16INK4a qui est une protéine essentielle dans 
l’activation de la sénescence d’une cellule). L’induction de Lsh par E2F1 retarde la senescence (Niu et 
al., 2011). De plus, dans le cancer du poumon non à petites cellules, il a été montré qu’une E3 
ubiquitine ligase nommée E6AP induit l’expression de p16INK4a indirectement par l’inhibition de 
l’expression d’E2F1 (Gamell et al., 2017). Ces différentes données montrent un rôle d’E2F1 dans le 
contournement de la sénescence des cellules. Il pourrait être intéressant de vérifier si la régulation 
d’E2F1 par cIAP1 a un quelconque rôle dans ce contournement d’autant que cIAP1 est connu pour 
favoriser la prolifération cellulaire.  
 
Pour finir avec E2F1, des études montrent un effet anti-tumoral d’E2F1 lors d’un stress 
génotoxique. Par exemple, lors d’un traitement de cellules de mélanomes avec un agent thérapeutique 
tel que l’étoposide et l’adriamycine, l’induction de l’expression d’E2F1 par un vecteur adénoviral 
sensibilise les cellules à la mort par apoptose (Dong et al., 2002). Cet effet a été retrouvé lors d’un 
traitement à la doxorubicine de cellules de mélanome (Hao et al., 2006). Nous montrons que cIAP1 
stabilise l’expression d’E2F1 sous stress génotoxique induit par l’étoposide. L’apoptose des cellules 
induite par E2F1 pourrait être permise grâce à la stabilisation induite par cIAP1.  
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Ceci resterait surprenant puisque cIAP1 est plutôt connu comme inhibiteur de l’apoptose et activateur 
de la voie de signalisation NF-κB. Or, il a été montré qu’après traitement des cellules de mélanome 
avec de la doxorubicine, le facteur NF-κB était inactivé (Hao et al., 2009). 
 
Bien que nous n’ayons pas pu évaluer l’importance de la régulation d’E2F1 par cIAP1 pour les 
propriétés oncogéniques de cIAP1, nos résultats semblent indiqués un potentiel rôle du domaine BIR1 
de cIAP1 et de son activité E3 ubiquitine ligase dans ses propriétés oncogéniques.  
En effet, la stimulation de la formation de nodules pulmonaires par les mutants H588A et cIAP1∆BIR1 
est fortement diminuée par rapport à cIAP1 tandis que les mutants L47A et cIAP1∆BIR2 stimulent la 
formation de nodules pulmonaires de manière moins importante que cIAP1. De plus, les mutants 
cIAP1∆BIR1 et L47A stimulent plus faiblement que cIAP1 la croissance tumorale après injection chez la 
souris nude. 
Le domaine BIR1 de cIAP1 est important pour l’interaction avec TRAF2, partenaire de cIAP1 essentiel 
dans l’activation de la voie NF-κB (voir chapitre II)2) b)). Une expression anormale de TRAF2 et une 
activation aberrante de NF-κB sont retrouvées dans plusieurs cancers. TRAF2 est retrouvé surexprimé 
dans le cancer du sein, dans la leucémie myéloïde aiguë, dans la maladie inflammatoire de l’intestin 
(Sun et al., 2014). De plus, la phosphorylation de la sérine 55 de TRAF2 stabilisant TRAF2 dans des 
cellules transformées avec Ras-V12 permet aux cellules d’échapper à la mort (Thomas et al., 2009). 
L’oncogénicité liée à TRAF2 peut être associée à une activation aberrante de la voie classique de NF-
κB (Fingas et al., 2010; Jang et al., 2011; Thomas et al., 2009; Zhou et al., 2013). cIAP1 liée à TRAF2 
favorisera la résistance des cellules cancéreuses à la mort cellulaire stimulant ainsi la croissance 
tumorale par l’activation de la voie NF-κB. En accord avec ces données, la lignée présentant un cIAP1 
dépourvu de son domaine BIR1 (site d’interaction entre cIAP1 et TRAF2) présente une diminution de 
l’expression des gènes cibles de NF-κB. 
 
4) Conclusion : 
 
Durant mes trois années de thèse, j’ai participé à la caractérisation de l’interaction entre cIAP1 
et E2F1. 
Nous avons montré une régulation du facteur de transcription E2F1 par ubiquitinylation K63 
des lysines 161/164 par cIAP1 dans un contexte « normal » ainsi qu’après un endommagement de 
l’ADN.  
Ce mécanisme nécessite une étape préalable de méthylation.  
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Nous avons identifié une région de cIAP1 essentielle au maintien de la poche hydrophobe : 
l’hélice alpha 1 de ce domaine. La conservation de cette région est indispensable pour l’interaction 
entre cIAP1 et E2F1 puisqu’E2F1 lie la poche hydrophobe de cIAP1.  
Nous n’avons pas pu identifier exactement la ou les fonction(s) de cIAP1 impliquée(s) dans les 
propriétés oncogéniques de cIAP1 cependant nous avons mis en évidence l’importance du domaine 
BIR1 dans la stimulation de la croissance tumorale. Le rôle de ce domaine et l’implication de TRAF2 et 
de l’activation de la voie NF-κB seront étudiés par Baptiste Dumetier au cours de sa thèse. 
Pour finir, nous avons montré que l’interaction entre cIAP1 et E2F1 était inhibée par ajout de 
Smac mimetics. Il pourrait être intéressant d’évaluer le niveau d’expression de cIAP1 dans les cancers 
où E2F1 est surexprimé et d’étudier l’impact des Smac mimetics sur ces cancers.  
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VII] Annexe: 
1) Matériel et méthode 
a) Culture cellulaire et traitements : 
 
Les cellules humaines de cancer du col de l’utérus (HeLa), d’ostéosarcome (U2OS) et les 
fibroblastes embryonnaires de souris immortalisés par l’antigène grand T du SV40 (MEF WT ; MEF 
cIAP1-/- ou MEF cIAP1-/-cIAP2-/- restaurées ou non) sont cultivées dans du milieu DMEM (Dulbecco’s 
modified Eagle’s medium, Dominique Dutscher, Amérique du Sud) ou dans du milieu RPMI 1640 
(Roswell Park Memorial Institute, Dominique Dutscher, Amérique du Sud) contenant 10% de sérum de 
veau fœtal (Dominique Dutscher, Amérique du Sud) à 37°C avec 5% de CO2 et 95% d’humidité.  
Les lignées MEF cIAP1-/- ou MEF cIAP1-/-cIAP2-/- restaurées avec cIAP1 ou l’un de ses mutants 
sont sélectionnées par ajout de puromycine 2,8µg/ml. 
 
Les cellules sont traitées : 
i. 24h avec du PYR41 (Calbiochem, Merck, Allemagne) de 10 à 35μM, 
ii. 24h avec de l’AMI-I (Enzo Life Sciences, France) de 0,1 à 100μM, 
iii. De 2h à 16h avec de la cycloheximide (Sigma-Aldrich, Lyon, France) 
100μg/ml, 
iv. 16h avec du MG132 (Sigma-Aldrich, Lyon, France) 1 à 5μM, 
v. 16h avec du GDC0152 (Selleckmed, Euromedex, Souffelweyersheim, 
France) à 1μM, 
vi. 6h avec de l’étoposide (Sigma-Aldrich, Lyon, France) de 10 à 20μM. 
 
b) Construction plasmidique et transfection d’ARN interférents : 
 
Les plasmides utilisés sont les suivant : pCI-vide, pCI-cIAP1, pCI-H588A, pCMV-βGal, pGL3-
promoteur humain-CCNE (Cartier et al., 2011b);  pcDNA3.1-6His-ubiquitine WT, les mutants pcDNA3.1-
6His-ubiquitine-K11only, pcDNA3.1-6His-ubiquitine-K48only, pcDNA3.1-6His-ubiquitine-K63only dans 
lesquels les lysines sont mutées en arginines à l’exception des lysines 11, 48 et 63 respectivement, 
pCMV-HA-E2F1 WT et pCMV-HA-E2F1-K117/120/125R (Marzio et al., 2000a) ; pCMV-3HA et pCMV-
3HA-K185R ; Les mutants Flag-E2F1 contenant aucune lysine ou seulement la  lysine 89 (K1), les lysines 
89 et 137 (K2), les lysines 89,137, 161 et 164 (K4) ou les mutants possédant les lysines 117, 120 et 125 
(cluster 1), les lysines 182, 183 et 185 (cluster 2) et les lysines 226, 287, 289 et 310 (cluster 3) mutées 
en arginines ; pcDNA3-myc-skp2 (Addgene #19947); pCS2-HA-cdh1 (Addgene #11596). 
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Le mutant pCI-cIAP1-F616A a été obtenu par mutagenèse dirigé via le kit « GENEART Site-
Directed Mutagenesis System » (Invitrogen, Life Technologies, Californie, USA) en utilisant les amorces 
suivantes : 
  Sens : 5’-CAA-GGG-TAC-TGT-TCG-TAC-AGC-TCT-CTC-ATA-ATC-GAC-CCG-3’ 
  Anti-sens : 5’-CGG-GTC-GAT-TAT-GAG-AGA-GCT-GTA-CGA-ACA-GTA-CCC-TTG-3’ 
 
Les mutants pCMV-3HA-E2F1-K89R, pCMV-3HA-E2F1-K137R, pCMV-3HA-E2F1-K161/164, 
pCMV-3HA-E2F1-K181-183R, pCMV-3HA-E2F1-K266R, pCMV-3HA-E2F1-K287-289R et pCMV-3HA-
E2F1-K310R ont été obtenus par mutagenèse à partir du plasmide pCMV-3HA-E2F1 (GenScript, New 
Jersey, USA).  
 
 Les différents plasmides sont transfectés à l’aide de l’agent de transfection « JetPEI » selon les 
recommandations du fournisseur (Polyplus transfection, Ozyme, France).  
 
 Les ARN interférents dirigés contre cIAP1, Rb, la cycline A sont produits par Qiagen et ceux 
dirigés contre PRMT1 et PMRT5 sont produits par Ambion (Life Technologies).  
 
 Les ARN interférents sont transfectés à l’aide de l’agent de transfection « Lipofectamine 
RNAimas reagent » (Fischer Scientific).  
 
 
c) Test de transactivation : 
 
Les cellules sont transfectées avec 500ng de pGL3-promoteur humain-CCNE, 50ng de plasmide 
rapporteur pCMV-βGal et 500ng de pCI-cIAP1 ou de l’un des mutants de cIAP1, et/ ou 100ng de pCMV-
HA-E2F1.  
Les cellules sont récupérées 48h après transfection et l’activité luciférase est analysée à l’aide 
du kit « Luciferase Assay System » (Promega, Madison, WI) et du luminomètre EnVision (PerkinElmer, 
France).  
Les résultats sont normalisés à l’aide du kit « β-galactosidase Enzyme Assay System » 
(Promega, Madison, WI). 
 
 
 
 
 125 
d) Extrait cellulaire et immuno-blotting : 
 
Les cellules sont lysées dans du tampon RIPA (NaCl 150mM, NP40 1%, Sodium 
Deoxycholate 0,5%, SDS 0,1%, Tris pH7,5 50mM, cocktail d’inhibiteurs de protéases).  
Les extraits cellulaires pour étudier la phosphorylation de Rb sont réalisés grâce à un tampon de lyse 
particulier contenant : 20mM Tris pH7,5 ; 150mM NaCl; 1 mM EDTA; 1mM EGTA; 1% Triton X100; 
2,5mM Sodium pyrophosphate; 1mM β-glycérophosphate, 1 mM de sodium orthovanadate; cocktail 
d’inhibiteurs de protéases et de phosphatases. 
 
Les protéines sont séparées par électrophorèse puis transférées par champs électrique sur 
une membrane PVDF (Polyvinylidene Fluoride, GE Healthcare Life Sciences, Royaume-Uni). 
Les membranes sont incubées avec les anticorps suivant : 
- Fournisseur « Santa Cruz Biotechnology » : anti-E2F1 (C20, lapin polyclonal), anti-HSC70 
(souris), anti-PRMT5 (A-11, souris monoclonal), anti-Rb (lapin polyclonal), 
- Fournisseur « R&D system » : anti-cIAP1 (chèvre polyclonal), anti-pan-cIAP1 (Clone #315301, 
souris monoclonal), 
- Fournisseur « Upstate, Milipore » : anti-PRMT1 (lapin polyclonal), 
- Fournisseur « Sigma » : anti-β-actine (souris monoclonal), anti-α-tubuline (Clone AA13, souris 
monoclonal), 
- Fournisseur « Enzo Life Science » : anti-ubiquitine totale couplé à la HRP reconnaissant les 
monoubiquitinylation et polyubiquitinylation (souris), anti-ubiquitine type K63 (souris 
monoclonal), 
- Fournisseur « Biolegend » : anti-HA.11 (souris), 
- Fournisseur « BD Biosciences » : anti-cycline A (souris), 
- Fournisseur « Cell Signaling » : anti-Myc (souris).  
 
La mesure de la chemi-luminescence est réalisée après ajout d’ECL (ClarityTM western ECL 
substrate, BioRad, France) à l’aide d’un Chemidoc (BioRad, France). 
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e) Test d’ubiquitinylation : 
 
- Cobalt pulldown : les protéines ubiquitinylées provenant d’un lysat cellulaire de HeLa 
préalablement transfectées avec 6His-ubiquitine, HA-E2F1 et cIAP1, sont immobilisées sur 
billes de cobalt (Talon  Metal Affinity Resin, #635501, Clontech) reconnaissant l’étiquette 
« His ». Le profil d’ubiquitinylation d’E2F1 est ensuite analysé par immuno-blotting à l’aide 
d’un anticorps anti-HA. 
- In vitro Assay : la protéine de fusion GST-E2F1 est produite dans des bactéries compétentes 
E.Coli BL21. Cette protéine est ensuite immobilisée sur des billes gluthatione-sépharoses (GE 
Healthcare, France) et incubée à 37°C pendant une heure en présence de 100nM d’enzyme E1 
(UBE1), 1,5µg d’enzyme de conjugaison E2 (Ubc H5a/UBE2D1) et 0,2mM d’ubiquitine 
recombinante humaine (Boston, Biochem) dans un tampon de réaction contenant du Tris pH8 
75mM, du DTT 2mM, du MgCl2 5mM et de l’ATP 4mM. Après élution dans du laemmli, le profil 
d’ubiquitinylation d’E2F1 est ensuite analysé par immuno-blotting. 
- Immunoprécipitation : les cellules sont transfectées avec 5µg des plasmides codant pour 
l’ubiquitine WT ou un mutant d’ubiquitine, E2F1 ou un mutant d’E2F1, cIAP1 ou l’un de ses 
mutants. Elles sont ensuite traitées au MG132 1µM pendant 16h avant la lyse. Au bout de 48h 
de transfection, les cellules sont lysées 30 minutes sur glace dans un tampon contenant : 150 
mM de NaCl, 50mM Tris HCl pH 7,4, 20mM EDTA, 0,5% NP40, 1mM DTT, 5mM NEM (N-
Ethylmaleimide) (Sigma-Aldrich) et un cocktail d’inhibiteurs de protéases. Le facteur de 
transcription E2F1 est immunoprécipité à l’aide d’un anticorps anti-E2F1 ou anti-HA et des 
billes agaroses A/G+ (Sigma) ou billes G+ (Calbiochem, Millipore). Après élution dans du 
laemmli, le profil d’ubiquitinylation d’E2F1 est ensuite analysé par immuno-blotting. 
 
 
f) GST-pull Down : 
 
- Production des constructions GST :  les constructions pGEX-6p3 codant pour cIAP1 ou l’un de 
ses mutants sont pré-amplifiées 16h dans 10mL de LB supplémenté d’ampicilline.   Les   bactéries   sont   
ensuite   amplifiées   dans   100mL   de   LB   supplémenté d’ampicilline jusqu’à l’obtention d’une densité 
optique à 600nm comprise entre 0,8 et 1.  
La production des protéines d’intérêts est stimulée par ajout d’IPTG 100mM (Isopropyl β-D-1-
thiogalactopyranoside) 16h à 30°C sous agitation.  La culture bactérienne est ensuite centrifugée puis 
reprise dans du PBS froid 1X pour être ensuite soniquée (amplitude 20%, 3 fois 15 secondes avec 
intervalles de 15 secondes). 
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Pour finir les cellules sont lysées 30 minutes à 4°C sur roue dans du Triton X100 1%. Après 
centrifugation le lysat protéique est conservé à -80°C. 
- Production de la protéine HA-E2F1 recombinante : utilisation du kit « TnT®   Quick   Coupled 
Transcription/Translation System » (Promega, USA) et des recommandations données par le 
fournisseur. 
 
- Préparation d’un lysat cellulaire exprimant la protéine d’intérêt : les cellules HeLa sont 
transfectées ou non avec un plasmide codant pour RIP1 ou Smac. Pour l’étude de la caspase 7, les 
cellules ont été traitées avec de l’étoposide. Elles sont ensuite lysées dans un tampon contenant : 
50mM Tris pH7,4 ; 1% NP40 ; 200mM NaCl ; 5mM EDTA ; 5% glycérol ; 2mM DTT ; cocktail d’inhibiteurs 
de protéases. 
 
- GST Pull down : Le lysat contenant les protéines fusionnées à la GST sont incubées à 4°C en 
présence de billes Glutathione Sepharose 4B (GE Healthcare) pendant 2h sur roue dans du PBS 1X.   
Pour les expériences avec les peptides (synthétisés chez GeneCust, Europe, Smac N7 : AVPIAQK ; 
peptide 1 : SGPARGR ; peptide 2 : VKSPGEKS ; peptide 3 : AACVLKV ; peptide 4 : VLKVQKR ; peptide 5 : 
AKKSKNH) ceux-ci sont ajoutés 30 minutes avant la fin de l’incubation des billes avec la protéine 
fusionnée à la GST.  
Après trois lavages dans du PBS 1X froid, les protéines de fusion immobilisées sur les billes gluthatione-
sépharoses sont incubées avec la protéine HA-E2F1 recombinante ou un lysat exprimant la protéine 
d’intérêt.  
Après élution dans du laemmli, l’interaction est ensuite analysée par immuno-blotting. 
 
 
g) Test de prolifération cellulaire :  
 
Les cellules U2OS sont transfectées avec les plasmides pCMV-3HA-E2F1 ou pCMV-3HA-
E2F1-K161/164. Vingt-quatre heures après transfection les cellules sont implantées dans une plaque 6 
puits (20 000 cellules/puits). Six jours plus tard, les cellules sont fixées dans de l’éthanol 100% puis 
colorées avec du cristal violet.  
Le cristal violet est élué avec de l’acide acétique 33% et la densité optique à 620nm est mesurée à 
l’aide d’un lecteur de plaque (UVM 340, Biochrom, Cambourne, UK). 
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h) Purification des ARN, Reverse Transcription et qPCR : 
 
Les ARN totaux sont isolés par l’ajout de Trizol selon les recommandations du fournisseur 
(TRizol Reagent ®, Invitrogen). L’ADNc est produit à partir d’1µg d’ARN par l’utilisation du kit « iScript 
cDNA synthesis » (BioRad) selon les recommandations du fournisseur.  
La PCR quantitative est réalisée dans les appareils « 7500 Fast thermocycler » ou « StepOne 
plus system » (Applied Biosystem) via la technique de détection utilisant la « SYBR Green ». 
 
Les amorces utilisées sont les suivantes : Promoteur TP73 sens : 5’-TGA-GCC-ATG-AAG-ATG-
TGC-GAG-3’, Anti-sens : 5’-GCT-GCT-TAT-GGT-CTG-ATG-CTT-ATG-3’ ; Promoteur APAF1 sens : GGA-
GAC-CCT-AGG-ACG-ACA-A, Anti-sens : CAG-TGA-AGC-AAC-GAG-GAT-GC; Promoteur CCNE sens : CC-
ATC-GGC-CAT-CTT-CCT-GGC-TC, Anti-sens : TCA-GGC-CGC-GGG-CCC-AGT-A ; CCNE sens : GCC-AGC-
CTT-GGG-ACA-ATA-ATG, Anti-sens : CTT-GCA-CGT-TGA-GTT-TGG-GT ; P73 sens : GAC-GAG-GAC-ACG-
TAC-TAC-CTT, Anti-sens : CTG-CCG-ATA-GGA-GTC-CAC-CA ; APAF1 sens : TCA-CTG-CAG-ATT-TTC-ACC-
AGA, Anti-sens : CCT-CTC-ATT_TGC-TGA-TGT-CG; HPRT sens : GGA-CAG-GAC-TGA-ACG-TCT-TGC, Anti-
sens : CTT-GAG-CAC-ACA-GAG GGC-TACA. 
 
 
i) Immunoprécipitation de la chromatine (CHIP) : 
 
Les cellules HeLa sont transfectées avec les plasmides pCMV-3HA-E2F1 ou pCMV-3HA-E2F1-
K161/164. Quarante-huit heures après transfection, les cellules sont fixées dans du formaldéhyde 1%. 
La chromatine est isolée par digestion à la nucléase micrococcale. Dix pourcents du lysat est conservé 
comme lysat cellulaire, le restant est dilué et utilisé pour l’immunoprécipitation d’E2F1 à l’aide d’un 
anticorps dirigé contre E2F1 (un anticorps anti lapin est utilisé comme contrôle Igg). Le lysat et les 
anticorps sont incubés 16h à 4°C.  
L’élution de l’ADN est réalisée à l’aide du kit « PIERCE Tm Agarose Chip Kit » (Thermo Scientific) selon 
les recommandations du fournisseur.  
L’association de la protéine d’intérêt avec la chromatine est étudiée par qPCR (voir protocole 
précédent).  
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j) Analyse du cycle cellulaire : 
 
Les cellules U2OS sont transfectées avec un ARN interférent contrôle (20 ou 50µM) ou dirigé 
contre la cycline A (20µM) ou la protéine Rb (50µM). Les différentes phases du cycle cellulaire sont 
analysées par l’utilisation du kit « BrdU Flow kit » (BD Bioscience) 48h après transfection selon les 
recommandations du fournisseur. Le cytomètre utilisé est le « BD FACS Canto II flow cytometer » et le 
logiciel utilisé pour traiter les données est « flowing software 2 ».  
 
k) Création des lignées MEF cIAP1-/-cIAP2-/- restaurées avec les différents 
mutants de cIAP1 : 
Les cellules Phoenix Ampho ont été transfectées avec les plasmides rétroviraux suivant : 
pMSCV-cIAP1∆α1BIR3, pMSCV-cIAP1∆BIR1 et pMSCV-cIAP1∆BIR2. Vingt-quatre heures après 
transfection, la production de virus est stimulée par ajout de sodium butyrate 10mM pendant 8h.  
Les virus sont récupérés le lendemain. 
Les MEF cIAP1-/-cIAP2-/- sont mises en contact avec du milieu contenant les virus et du polybrène 
10µg/ml pendant 8h.  
Les cellules sont ensuite misent sous sélection puromycine (2,8µg/ml). 
 
l) Expérimentation in vivo sur la souris Nude : 
 
Les souris Nude (NMRI-Foxn1nu/Foxn1nu) (JANVIER LABS, le Genest-Saint-Isle, France) sont 
hébergées dans la plateforme zootechnique de l’Université de Bourgogne (zone conventionnelle). Les 
différentes souris sont identifiées à l’aide d’un système de puce électronique.  
Le jour de l’injection, les souris sont anesthésiées par ajout d’isofurane afin de permettre 
l’injection d’un million de cellules par voie cutanée ou par intraveineuse.  
La croissance tumorale est évaluée par mesure de la largeur et de la longueur à l’aide d’un pied à 
coulisse. Tandis que pour l’évaluation de la formation de nodules, les souris sont sacrifiées après 
anesthésie afin de récupérer les poumons.  
 
m) Test statistique : 
 
Les tests statistiques utilisés sont le test t de Student ou le test de Mann-Whitney Wilcoxon.   
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 Abstract 
The E2F transcription factor 1 is subtly regulated along the cell cycle progression and in response to 
DNA-damage by post-translational modifications. Here, we demonstrated that the E3-ubiquitin ligase 
cellular Inhibitor of Apoptosis 1 (cIAP1) stabilizes E2F1 protein and promotes the conjugation of K63-
ubiquitin chains on lysine 161/164 cluster. Mutation of these lysine residues completely abrogates the 
binding of E2F1 to CCNE, TP73 and APAF1 promoters, its capacity to stimulate transcriptional activation 
of these genes and its ability to control cell proliferation. A cIAP1-dependent K63-ubiquitination and 
stabilization of E2F1 is observed in response to etoposide-induced DNA damage and in the S phase of 
cell cycle, as revealed by cyclin-A silencing. The E2F1K161/164R mutant is resistant to these modifications. 
cIAP1-mediated ubiquitination of E2F1 is decreased by inhibiting the arginine-methyl transferase prmt-
1 and prmt-5. Our results reveal an additional level of regulation of the stabilization and activation of 
E2F1 by a non-degradative K63-poly-ubiquitination and demonstrate a new function for the E3-
ubiquitin ligase cIAP1.  
Introduction 
The E2 factor (E2F) protein family consists of eight transcription factors (E2F1-8) that are essential 
regulators of cell proliferation, cell differentiation, DNA damage response, cell death and cell 
senescence. Their foremost functions are in cell cycle regulation as they participate in the dynamic 
expression of molecules driving cell cycle progression. E2F1 is the most extensively studied member of 
this family. The protein expression is increased in many human cancers such as hepatocarcinomas, 
digestive adenocarcinomas and ovarian cancers, and its downregulation in p53- and RB- compromised 
cancer cells can trigger their senescence(Laine and Westermarck, 2014). Further understanding of 
E2F1 expression regulation would help to develop strategies targeting this protein in cancer cells. 
The expression and activity of E2F1 are regulated through post-translational modifications and 
association with different regulatory factors. The transcriptional activity of the protein is repressed by 
binding to the hypo-phosphorylated form of the pocket protein pRb (retinoblastoma protein) (Munro 
et al., 2012). In the late G1 phase of cell cycle, the phosphorylation of Rb by cyclin/cdk complexes 
releases the transcription factor, which in turn activates the expression of genes required for G1-S 
phase transition and DNA replication (Munro et al., 2012). E2F1 is subsequently degraded in late S and 
G2 phases by the ubiquitin-proteasome system (UPS) (Bertoli et al., 2013). A genotoxic stress can also 
induce the stabilization and activation of E2F1 that, in this situation, promotes cell death rather than 
cell proliferation (Biswas and Johnson, 2012).  
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The turnover and activity of E2F1 are regulated by a number of post-translational modifications 
including phosphorylation, acetylation, methylation, neddylation, sumoylation and ubiquitination 
(Biswas and Johnson, 2012; Munro et al., 2012).  
Ubiquitination consists of a multistep enzymatic process the aim of which is to conjugate ubiquitin 
molecules on a lysine of target proteins. This process is mediated by a cascade reaction involving an 
ubiquitin-activating enzyme (E1), an ubiquitin-conjugating enzyme (E2) and an E3-ubiquitin ligase 
enzyme or E3-ubiquitin ligase enzymatic complex. The free N-terminus of ubiquitin or each of its seven 
lysine residues can act as an acceptor site for ubiquitin. At least 8 types of ubiquitin chains can be 
formed depending on the ubiquitin acceptor residue. The nature of the ubiquitin chain defines the 
functional consequences of target protein ubiquitination. For example, Lys48 (K48) or Lys11 (K11)-
linked chains promote the protein degradation by the proteasome, whereas Lys63 (K63)-assembled 
chains favour the protein recruitment in signalling platforms (Erpapazoglou et al., 2014). E2F1 is 
ubiquitinated by the SCFskp2 [Skp2 (S phase kinase binding protein 2)-CDC53 (Cullin)-F-box] E3-ligase 
complex in late S and G2 phase of cell cycle (Marti et al., 1999a) and by APC/Ccdc20 (Anaphase-
promoting complex/cyclosome) in early mitosis (Peart et al., 2010). In addition, in early G1, the 
APC/Ccdh1 E3-ligase complex promotes the conjugation of the K11-linked ubiquitin chain on E2F1 
(Budhavarapu et al., 2012). In all these situations, ubiquitinated E2F1 is delivered to proteasome for 
degradation. A K63-ubiquitination of E2F1 has also been reported (Mahanic et al., 2015b; Wang et al., 
2015a) but the mechanisms and the consequences of this modification remain unexplored. 
Cellular inhibitor of apoptosis 1 (cIAP1) is a RING-containing E3-ubiquitin ligase of the IAP (Inhibitor of 
Apoptosis) family. Thanks to its ability to induce the ubiquitination of signalling molecules, cIAP1 is a 
very potent regulator of the tumor necrosis factor receptor (TNFR) superfamily and NF-κB transcription 
factor activating-signalling pathways (Estornes and Bertrand, 2014). Therefore, cIAP1 is an important 
regulator of immune and inflammatory responses. In undifferentiated healthy cells and in some 
tumour cells, cIAP1 is expressed in the cell nucleus (Cartier et al., 2011a; Che et al., 2012; Plenchette 
et al., 2004a; Tanimoto et al., 2005) where it interacts with E2F1 protein (Cartier et al., 2011a). In the 
present study, we shall demonstrate that cIAP1 induces a K63-ubiquitination of E2F1 on lysine cluster 
161 /164, which is preceded by an arginine methylation step. The mutation of both lysine residues 
completely abolishes the transcriptional activity of E2F1 and its recruitment onto target gene 
promoters. The cIAP1-dependent K63-ubiquitination is observed in the S phase of the cell cycle, when 
E2F1 activity is maximal and is required for the stabilization and the activation of E2F1 upon genotoxic 
stress.  
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Results 
1.                  cIAP1 stabilizes E2F1 protein expression in an E3 ligase-dependent manner.   
We previously demonstrated that cIAP1 interacted with E2F1 transcription factor and could stimulate 
its transcriptional activity (Cartier et al., 2011a). Here, we show that the capacity of cIAP1 to enhance 
E2F1 activity is associated with a drastic increase in E2F1 protein expression (Figure 1 A-C). Importantly, 
both properties are conserved when the E3-ligase activity of cIAP1 is abolished by H588A mutation 
within the RING domain of cIAP1 but are lost when the cIAP1 F616A mutation (Figure 1A) prevents the 
formation of IAP dimers (Feltham et al., 2011). PYR41, a molecule that blocks the ubiquitination 
enzymatic reaction by inhibiting E1-ubiquitin enzymes, prevents the cIAP1-mediated increase in E2F1 
expression and decreases the capacity of cIAP1 to stimulate E2F1 in a dose-dependent manner (Figure 
1B). Therefore we expressed H588A cIAP1 mutant in cIAP1-deficient murine embryonic fibroblasts and 
observed its inability to stimulate E2F1 activity and to increase E2F1 protein level (Figure 1C). 
Altogether, these results suggest that, in cIAP1-expressing cells, the E3-ligase defective H588A cIAP1 
recruits the endogenous cIAP1 to enhance E2F1 protein level and to stimulate its activity in an E3-
ligase dependent manner. Interestingly, the expression of cIAP1 F616A induces a weak decrease in 
E2F1 expression (Figure 1A & Supplementary Figure 1A). Treatment of cells with the proteasome 
inhibitor MG132 stabilizes the expression of both E2F1 and cIAP1 and completely masks the effect of 
cIAP1 and the F616A cIAP1 mutant on E2F1 expression (supplementary Figure 1A), suggesting a 
stabilization of E2F1 by cIAP1 and a proteasome-mediated degradation of E2F1 in the presence of the 
cIAP1-F616A mutant that could acts as a dominant negative form. We confirmed the capacity of cIAP1 
to stabilize E2F1 protein expression by analysing the expression of E2F1 in the presence of the protein 
translation inhibitor cycloheximide (Figure 1D).  
A downregulation of cIAP1 by using siRNA slighthy decreases endogenous E2F1 level in U2OS (Figure 
1E) and HeLa cells (Figure 1F, supplementary Figure 1B) and sensitizes E2F1 to Skp2 or Cdh1 E3 
ubiquitin ligase-mediated degradation (Figure 1F). Proteasome inhibitor MG132 prevents the cdh1-
mediated down-regulation of E2F1 (Supplementary Figure 1B). We also observed a weak 
downregulation of E2F1 in cells treated with GDC-0152, an IAP antagonist known to induce a very quick 
degradation of cIAP1 (Figure 1E). Overall, our data demonstrate that cIAP1, in a dimer form, induces 
an E3-ubiquitin ligase dependent stabilization of E2F1.  
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2.                  cIAP1 induces K63-ubiquitination of E2F1 on clustered lysine residue 161 and 164.  
An in vitro ubiquination assay by using recombinant proteins demonstrates that cIAP1 can directly 
promote the poly-ubiquitination of E2F1 (Figure 2A). When overexpressed in HeLa cells, cIAP1 
induces the poly-ubiquitination of E2F1, as demonstrated by pulling-down ubiquitinated proteins 
by using tandem ubiquitin binding entities (TUBEs), which was abolished by mutating the F616 
dimerisation site (Figure 2B & Supplementary Figure 2A). By using ubiquitin mutants in which all 
lysine residues except K11, or K48, or K63 residues were mutated into arginine residues, we 
demonstrated that cIAP1 can promote the conjugation of K11, K48 or K63 poly-ubiquitin chains 
(Figure 2C & Supplementary Figure 2A) on E2F1. The capacity of cIAP1 to promote K63-
ubiquitination of E2F1 was confirmed by using K63-linkage-specific TUBEs (Figure 2B). An analysis 
of the ubiquitin profile of E2F1 in HeLa cells revealed a very strong content of K11-ubiquitinated 
E2F1, a lower K48-ubiquitined E2F1 and a very low K63-ubiquitinated form of E2F1 at basal, and 
overexpression of cIAP1 promoted the accumulation of the K11- and K63-polyubiquitinated forms 
and decreased the K48-ubiquitinated form of E2F1 (Figure 2D). We then confirmed the capacity of 
cIAP1 to induce the accumulation of the K63-ubiquitinated form of E2F1 by using a K63-linkage 
specific anti-ubiquitin antibody (Figure 2E). 
E2F1 protein contains 14 lysine residues, which are all potential acceptors for ubiquitin chains (Figure 
2F). We constructed E2F1 mutants in which each lysine residue was replaced by an arginine residue 
and analysed the capacity of cIAP1 to stimulate the transcriptional activity of these E2F1 mutants using 
a gene reporter assay (Figure 2G). We did not observe any correlation between the level of expression 
of E2F1 and its transcriptional activity. As already reported (Marzio et al., 2000b), mutation of the 
lysine cluster 117/120/125, which is an acetylation site, strongly increased E2F1 transactivation activity 
(Figure 2G). The ability of cIAP1 to promote wt E2F1 activity was retained by E2F1 mutants, except the 
K161R/164R mutant for which cIAP1 was completely inactive and the K185R whose strong basal 
transactivation activity was weakly enhanced by cIAP1 (Figure 2G).  
The ubiquitination assays revealed that cIAP1 fails to promote the ubiquitination of the K161R/K164R 
E2F1 mutant (Figure 2H, supplementary Figure 2B), even though it can still bind the protein, as 
demonstrated by co-immunoprecipitation (Figure 2I). Curiously, the K161/164R E2F1 mutant was 
strongly expressed and ubiquitinated at the basal state (Figure 2H & Supplementary figure 2B). Lastly, 
cIAP1 bound and promoted the accumulation of the ubiquitinated K185R E2F1 mutant as efficiently as 
the E2F1 wt (Supplementary Figure 2C). Altogether, our results argued in favour of cIAP1 inducing 
ubiquitination of E2F1 on clustered lysine residues 161 and 164 within the DNA-binding domain. 
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3.                  The E2F1 lysine cluster 161/164 is required for E2F1 transcriptional activity.  
Mutations of the lysine cluster 1 (Kcl1: K117/K120/K125), lysine cluster 2 (Kcl2: K182/K183/K185) 
and/or lysine cluster 3 (Kcl3: K226/K287/K289/K310) conserve 70 to 85 % of E2F1 transcriptional 
activity measured with the wildtype protein (Figure 3A). Remarkably, an additional double mutation 
of K161R/K164R dramatically disrupts the E2F1 transcriptional activity (Figure 3A). As observed above, 
the constructs that contain K161R/K164R mutation are strongly expressed compared to their control 
counterparts (Figure 3A). E2F1 constructs that contain no (K0), only one (K89) or only 2 (K89 and K137) 
lysine residues have a very weak transcriptional activity and the presence of K161 and K164 is sufficient 
to restore 75% of the E2F1 transcriptional activity (Figure 3B), further demonstrating the importance 
of these 2 residues. Because HeLa cells express E6 and E7 proteins from HPV (human papillomaviruses) 
that could affect the activity of E2F1, we used U2OS cells for functional analysis. The concomitant 
K161R and K164R mutations completely abolished the capacity of E2F1 to induce CCNE, TP73 and 
APAF1 mRNA expression (Figure 3D) and to bind the corresponding gene promoters (Figure 3E), even 
though the double mutation of K161/164 did not alter the capacity of E2F1 to bind its co-factor DP1 
that is required for the binding of transcription factor to DNA (Figure 3F). We subsequently expressed 
E2F1 wild type and its K161R/K164R E2F1 double mutant in U2OS cells and measured cells proliferation 
by using crystal violet staining (Figure 3G). E2F1 overexpression was found to significantly slow down 
cell proliferation while the mutant did not. Overall, our data suggest that cIAP1-mediated K63-
ubiquitination may be required for E2F1 to regulate gene transcription. We then performed a global 
analysis of E2F1 recruitment on chromatin by a chromatin immunoprecipitation followed by 
sequencing (ChIP-seq) and showed that silencing of cIAP1 drastically decreases the E2F1 enrichment 
library (supplementary Figure 3) demonstrating the essential role of the cIAP1 E3-ubiquitin ligase.   
4.       DNA damage induces cIAP1-mediated K63-ubiquitination of E2F1. 
We evaluated the role of c-IAP1-mediated ubiquitination of E2F1 in DNA damage-induced stabilization 
of the protein, which is illustrated here in U2OS cells treated with increasing concentrations of the 
topoisomerase inhibitor etoposide (Figure 4). Silencing of cIAP1 decreased the basal expression level 
of E2F1 and abolished the increase in its expression upon exposure to etoposide (Figure 4A). Etoposide 
treatment induced accumulation of K63-ubiquitinated E2F1 with an ubiquitination profile equivalent 
to the one observed after cIAP1 overexpression, an effect prevented by cIAP1 silencing (Figure 4B & 
4C). The K161R/K164R double mutation inhibited etoposide-induced stabilization (Figure 4D) and K63-
ubiquitination (Figure 4E) of E2F1. 
Downregulation of cIAP1 by using either siRNA or GDC-0152 prevented etoposide from inducing the 
expression of the E2F1 target-, DNA damage responsive-gene tp73 (Figure 4F).  
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5.                 The importance of Arginine methylation in cIAP1-mediated ubiquitination of E2F1 
The protein stability and activity of E2F1 upon DNA damage is regulated by PRMT-1 dependent arginine 
methylation (Zheng et al., 2013). Inhibition of PRMT-1 with its specific inhibitor AMI-1 decreased the 
capacity of cIAP1 to stabilize E2F1 protein expression (Figure 5A), to induce accumulation of poly-
ubiquitinated E2F1 (Figure 5B) and to stimulate E2F1 activity in a dose dependent manner (Figure 5C). 
AMI-1 also decreased etoposide-induced ubiquitination of E2F1 (Figure 5B). Finally, silencing of PRMT1 
partially prevented cIAP1-mediated accumulation of ubiquitinated E2F1 (Figure 5D & Supplementary 
Figure 4). We also observed an inhibition of cIAP1-mediated K63-ubiquitination after silencing of 
PRMT5 (Figure 5D & Supplementary Figure 4) that promotes arginine methylation in cycling cells (Cho 
et al., 2012b), suggesting that K63-ubiquitation could also be cell cycle regulated.  
6.                  cIAP1-mediated K63-ubiquitination of E2F1 is cell cycle regulated 
The expression and the activity of E2F1 peaks in early S-phase of cell cycle. At the end of the S phase, 
the cyclin A/cdk2 complex binds to and phosphorylates E2F1, leading to its inactivation and its 
subsequent degradation. To assess the role of cIAP1-mediated ubiquitination of E2F1 in its 
accumulation during the S phase, we downregulated cyclin A to block cell cycle progression in late S-
G2 (Supplementary Figure 5) and freeze E2F1 in its S-phase, active-state. Silencing of cyclin A induced 
a strong increase in E2F1 expression (Figure 6A) and revealed a K63-ubiquitination of the transcription 
factor (Figure 6B). These two events were completely abolished by cIAP1 depletion using siRNAs 
(Figure 6A & B). The K161R/K164R E2F1 mutant resisted to cyclin A siRNA-induced accumulation 
(Figure 6C) and K63-ubiquination (Figure 6D) thus demonstrating the importance of these two lysine 
residues in the cell cycle-dependent regulation of E2F1 expression level.  
In the G1 phase, E2F1 is maintained in an inactive state by binding to Rb and phosphorylation of Rb 
releases E2F1, allowing E2F1 activation and G1/S phase transition. Overexpression of Rb in HeLa cells, 
which are Rb-deficient, did not affect the ubiquitination status of E2F1 (Supplementary Figure 5B) and 
downregulation of Rb in U2OS cells, which express wild-type Rb, decreased S phase (Supplementary 
Figure 5A) and slightly decreased E2F1 ubiquitination (Supplementary Figure 5C). Conversely, 
overexpression of cIAP1 in U2OS cells increased the phosphorylation of Rb (Figure 6E).  
Actually, an in vitro competition experiment indicated that cIAP1 competes with Rb for E2F1 binding 
(Figure 6F), suggesting that cIAP1 could favour Rb-E2F1 dissociation to promote E2F1 activation (Figure 
6G). 
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4) Discussion 
The present report highlights a novel level of regulation of the stability and activity of E2F1 protein by 
a non-degradative ubiquitination process. The turnover of E2F1 is central in the regulation of its 
transcriptional activity. E2F1 expression peaks at the end of G1 phase of the cell cycle to promote the 
activation of genes required for the G1-S phase transition and the initiation of DNA synthesis. The 
expression of E2F1 also considerably rises in response to DNA damage, contributing to the apoptotic 
response to such damage. The genotoxic stress-induced stabilization of E2F1 was shown to involve 
multiple interconnected post-translational modifications, i.e. double-strand DNA breaks promote E2F1 
phosphorylation on serine residues 31 (Lin et al., 2001b) and 364 (Stevens et al., 2003), its acetylation 
on lysine cluster 117, 120 and 125 (Ianari et al., 2004; Pediconi et al., 2003), its methylation at Arginine 
109  (Zheng et al., 2013), its demethylation on lysine 185 (Kontaki and Talianidis, 2010a) and arginine 
111/113 cluster (Zheng et al., 2013) and its deNEDDylation (Aoki et al., 2013). DNA damage was also 
shown to promote an ubiquitination of E2F1 (Galbiati et al., 2005). Here, we demonstrate an 
accumulation of K63-ubiquitinated E2F1 in cells treated with etoposide as well as in those locked in 
the S phase. The K63 ubiquitination occurs on lysine 161/164 residues of E2F1 and requires cIAP1 E3-
ubiquitin ligase. 
Although other IAPs including cIAP2 and XIAP also behave as E3-ubiquitin ligases, only cIAP1 stimulates 
E2F1 activity (Cartier et al., 2011a). cIAP1, in a dimer form (Feltham et al., 2010; Nakatani et al., 2013), 
is able to promote the conjugation of K11, K48 and K63 ubiquitin chains onto protein substrates. cIAP1-
mediated K11- and K63- ubiquitination has been involved in several ubiquitin-dependent cell signalling 
events (Estornes and Bertrand, 2014), e.g. in the regulation of NF-κB activating- and TNFR-signalling 
pathways. More specifically, cIAP1-driven K11- and K63-ubiquitination of the kinase RIP1 favours the 
assembly of a cell signalling protein platform that leads to NF-κB activation while preventing the 
formation of a RIP1-containing complex that induces cell death (Bertrand et al., 2008; de Almagro et 
al., 2015; Dynek et al., 2010a; Varfolomeev et al., 2008). A role of cIAP1 in transcription regulation has 
also been described, e.g. cIAP1 promotes K48-linked ubiquitin chain conjugation and degradation of 
the myc antagonist Max-dimerization protein-1 (Mad-1) (Xu et al., 2007) and the transcription factor 
CHOP (C/EBP homoloug protein) (Qi and Xia, 2012).  
Similar functions by other IAPs include the ability of XIAP to favour Wnt-dependent transcription 
program by mediating the mono-ubiquitination of Groucho (Gro)/TLE transcription co-repressor 
(Hanson et al., 2012) and the K63-ubiquitination of IFR1 (interferon-regulatory factor 1) by cIAP2 
(Harikumar et al., 2014).  
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As observed for RIP1 (Bertrand et al., 2011), cIAP1 can promote the conjugation of K11, K48 and K63-
linkage ubiquitin chains on E2F1. However, it induces the stabilization of K11- and K63-ubiquitinated 
forms. From our knowledge, the K48-ubiquitination of E2F1 has never been described while its K11-
ubiquitination has been associated with proteasomal degradation (Budhavarapu et al., 2012). 
Additional work will be required to clarify the consequences and cellular context of cIAP1-mediated 
K11 and K48-ubiquitination.  
We cannot also rule out the presence of heterogeneous branched ubiquitin chains as recently reported 
in NF-kB signaling pathway (Ohtake et al., 2016a). A K63-ubiquitination of E2F1 has recently been 
observed but the consequences were not clearly defined (Mahanic et al., 2015b; Wang et al., 2015a). 
K63-linked ubiquitin chains are the second most abundant ubiquitin signal in mammalian cells. K63 
ubiquitination of proteins is involved in DNA repair, kinase activation, membrane protein 
internalization, intracellular vesicular trafficking and signalling protein complex assembly 
(Erpapazoglou et al., 2014). Our data identified a function for K63-ubiquitination in cell cycle regulation 
through E2F1 protein stabilization. K63-poly-ubiquitination may counteract the binding of other 
protein modifiers involved in protein degradation or favour the recruitment of protein chaperones. 
Accordingly, a downregulation of cIAP1 sensitized E2F1 to skp2 and cdh1-mediated degradation 
(Figure 1 F) and overexpression of cIAP1 decreased the pool of K48-ubiquitinated E2F1 (Figure 2D). 
Moreover, the mutation of K161/164, which are target residues for cIAP1-mediated K63 
ubiquitination, was shown to strongly increased E2F1 NEDDylation (Loftus et al., 2012b), a post-
translational modifications that results in a decrease of E2F1 stability. Stabilization of E2F1 requires 
Prmt-mediated arginine methylation. Whereas Prmt-1 is important for E2F1 stabilization upon DNA 
damage (Zheng et al., 2013), Prmt-5 promotes arginine methylation in cycling cells (Cho et al., 2012b). 
Here, we show that downregulation or inhibition of either Prmt-1 or Prmt-5 decreases cIAP1-mediated 
accumulation of K63-ubiquitinated E2F1, demonstrating that arginine methylation is required for E2F1 
ubiquitination by cIAP1.  
Two main checkpoints control E2F1 activity during the S phase. The first one involves Rb that associates 
with and represses E2F1 before S phase entry. Rb overexpression does not affect K63-ubiquitination 
of E2F1. We showed that cIAP1 competes with Rb for E2F1 binding and that cIAP1 overexpression 
increases the phosphorylation of Rb, suggesting that cIAP1 could favour Rb-E2F1 dissociation to 
promote E2F1 activation and S phase initiation (Figure 6G). The second checkpoints is at the end of the 
S phase, when cyclin A:Cdk2 complex binds to and phosphorylates E2F1, leading to the protein 
inactivation and subsequent degradation by skp2-dependent UPS. We identified an additional level of 
regulation of this checkpoint by demonstrating that cyclin A affects the K63-ubiquitination of E2F1 
(Figure 6G).  
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The cluster of lysine 161 and lysine 164 residues has been shown to be a target of cIAP1-mediated 
E2F1 ubiquitination. In addition to completely abolishing the S-phase dependent and the DNA-
damage-induced accumulation of E2F1, the mutation of K161/K164 cluster also radically affects E2F1 
transcriptional activity, i.e. its capacity to bind CCNE, TP73 and APAF1 gene promoters. Consistent with 
these observations, downregulation of cIAP1 was found to block the etoposide-induced expression of 
TP73 and drastically prevents E2F1 recruitment on gene chromatin. These results are in accordance 
with our previous work showing that silencing of cIAP1 prevented E2F1 recruitment on CCNE gene 
promoter and inhibited E2F1-dependent expression of CCNE and CCNA genes in cycling cells (Cartier 
et al., 2011a).  
We also showed that cIAP1, which interacts with E2F1 in all phases of the cell cycles, is recruited, along 
with E2F1, onto E2F binding sites of CCNE and CCNA promoters during the S phase, when E2F1 activity 
is maximal (Cartier et al., 2011a). Our current results suggest that E2F1 ubiquitination is key in inducing 
E2F1 interaction with these target gene promoters, probably through recruitment of transcriptional 
co-regulators containing ubiquitin binding modules (Rahighi and Dikic, 2012) to form transcriptional 
complexes. The deubiquitinases (DUB) POH1 and UCH37, both described as a K63-DUB, were shown 
to regulate E2F1 stability or activity, although with opposite effects (Mahanic et al., 2015b; Wang et 
al., 2015a). POH1-mediated-deubiquination appeared to lead to E2F1-stabilization (Wang et al., 2015a) 
while UCH37-mediated deubiquitination enhanced E2F1 transcriptional activity (Mahanic et al., 
2015b). The role of each of these two DUB in removing cIAP1-conjugated K63-ubiquitin chains from 
E2F1 merits further investigations. Mutation of E2F1 K161/164 does not completely abolish E2F1 K63-
ubiquitination profile (Figure 2H) meaning that other lysine residues may be conjugated with K63-
ubiquitin chains, a modification that could involve another E3 ligase than cIAP1.  
In summary, we identified cIAP1 as an E3-ubiquitin ligase able to promotes the conjugation of K11, K48 
and K63-ubiquitin chains on E2F1. cIAP1 induces the stabilization of the transcription factor and allows 
its recruitment onto target gene promoters.  
Regulation of E2F1 activity through cIAP1-mediated K63-ubiquitination was observed both in the S 
phase of the cell cycle and in response to DNA damage, two situations in which E2F1 transcriptional 
activity is required, suggesting a general mechanism of E2F1 activity regulation. These results suggest 
that IAP-targeting molecules could be tested for their ability to overcome E2F1 activity in tumour cells, 
e.g. in an Rb-compromised setting.  
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Materials and Methods 
Cell Culture and treatment.  
Human Cervical Carcinoma Cell line (HeLa), human Osteosarcoma epithelial cell line (U20S) and mouse 
embryonic immortalized (SV40) fibroblasts (MEF) cIAP1-/-/cIAP2-/- (J. Silke, Melbourne, Australia), were 
grown in DMEM (Dulbecco’s modified Eagle‘s medium, Dominique Dutscher, South America) or RPMI 
1640 (Roswell Park Memorial Institute, Dominique Dutscher) containing 10% fetal bovine serum (FBS, 
Dominique Dutscher) at 37°C in a 5% CO2 atmosphere and 95% humidity. Cells were treated with 10 
or 20 µM Etoposide (Sigma-Aldrich, Lyon, France) for 6h, 100µg/mL cycloheximide (Sigma-Aldrich), 10-
35µM PYR-41 (Calbiochem, Merck, Germany) for 24 hrs, 0.1-100µM AMI-I (Enzo Life Sciences, France) 
for 24 hrs, or 1µM GDC-0152 (Selleckmed, Euromedex, Souffelweyersheim, France). MG132 (Sigma-
Aldrich,) was used at 1µM or 5µM overnight. 
 
 
Plasmid constructs and siRNA Transfections. Plamids used were pCI empty vector, pCI-cIAP1, pCI-
cIAP1-H588A, pCMV-Gal, pCMV-HA-DP1, pGL3 human CCNE promoter (Cartier et al., 2011a); 
pcDNA3.1-6His-Ub wt , 6His-Ub-K11only, 6His-Ub-K48only and  6His-Ub-K63only mutants in which all 
K have been mutated into R except the K11, K48 or K63; pCMV-HA-E2F1wt and pCMV-HA-E2F1 
K117/120/125R (Marzio et al., 2000b), pCMV-3HA-E2F1 and pCMV-3HA-E2F1-K185R (Kontaki and 
Talianidis, 2010a); pCMV-Flag-E2F1 wt and mutants that contain no lysine (K0) or only K89 (K1), K89 
and K137 (K2), K89, K137, K161 and K164 (K4) or in which K117/120/125)(cluster 1), 
K182/183/185(cluster 2) and/or K226/287/289/310 (cluster 3) have been mutated into R (Aoki et al., 
2013); pcDNA3-myc-skp2 (addgene plasmid #19947)(Ohta and Xiong, 2001a); pCS2-HA-cdh1 (addgene 
plasmid #11596)(Pfleger et al., 2001). The pCI-cIAP1-F616A mutant was obtained by site-directed 
mutagenesis from pCI-cIAP1 with GENEART Site-Directed Mutagenesis system (Invitrogen, Life 
Technologies, California, USA) by using the following primers: forward (5’-CAA-GGG-TAC-TGT-TCG-
TAC-AGC-TCT-CTC-ATA-ATC-GAC-CCG-3’), reverse (5’-CGG-GTC-GAT-TAT-GAG-AGA-GCT-GTA-CGA-
ACA-GTA-CCC-TTG-3’). The pCMV-3HA-E2F1 mutants (K89R, K137R, K161/164R, K181-183R, K266R, 
K287-289R, K310R) were obtained by site-directed mutagenesis from pCMV-3HA-E2F1 (GenScript, 
New Jersey, USA).  
Plasmids constructs were transiently transfected using JetPEI (Polyplus transfection,Ozyme, France). 
Lipofectamine RNAimax reagent (Fischer Scientific) was used to transfect siRNAs. RNA 
oligonucleotides are designed and purchased from Qiagen for cIAP1, Rb, cyclin A and control siRNA or 
Ambion (Life technologies) for PRMT1 and PRMT5 siRNA. 
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Gene Reporter Assay. The transactivation activity of E2F1 was analysed as previously described 
(Cartier et al., 2011a).  
 
Cellular extracts and Western Blot analysis. Cells were lysed in RIPA Buffer (NaCl 150mM, NP40 1%, 
Deoxycholate Sodium (DOC) 0.5%, SDS 0.1%, Tris pH7.5 50 mM and protease inhibitor cocktail). 
Proteins were separated on SDS-PAGE and electro-transferred onto polyvinylidene difluoride 
membranes (GE Healthcare, France). Blots were probed with the following antibodies: a rabbit 
polyclonal anti-E2F1 (C20), a mouse monoclonal anti-HSC70 and a mouse monoclonal anti-PRMT5 (A-
11) from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA), a goat polyclonal anti-cIAP1 from RD systems; a 
rabbit polyclonal anti-PRMT1 from Upstate, Millipore (Saint-Quentin-en-Yvelines, France), a mouse 
anti-β-actin (AL978) and a mouse anti-α-tubulin (clone AA13) from Sigma, a monoclonal FK2-HRP-
conjugated anti-ubiquitin (mono and poly-ubiquitin chains), a monoclonal HRP-conjugated anti-K63-
linkage specific ubiquitin (HWA4C4) from Enzo Life Sciences, a mouse monoclonal anti-HA.11 
(Biolegend, San Diego, USA), a mouse anti-cyclin A (BD Biosciences), a mouse anti-Myc, a rabbit anti-
Rb and a rabbit anti-phospho-Rb (Ser780 or Ser807/811)(Cell Signaling technology). Detection was 
performed using peroxidase-conjugated secondary antibodies and chemiluminescence detection kit 
(ClarityTM western ECL substrate, BioRad, France).   
 
 
Ubiquitinylation Assay.  
For the in vitro ubiquitination assay, GST-E2F1 fusion protein was produced in Escherichia coli by using 
the pGEX-E2F1 construct, immobilized on gluthatione-sepharose beads (GE Healthcare, France) and 
incubated at 37°C for 1 h with recombinant cIAP1 (R&D systemTM Minnesota, US), 100nM of 
recombinant human E1 ubiquitin-activating enzyme UBE1 (Boston Biochem), 1.5 µg of recombinant 
human E2 enzyme Ubc H5a/UBE2D1 (Boston Biochem), 0.2 mM of recombinant human ubiquitin  and 
(RD systems) in a buffer containing 75 mM Tris pH 8.2 mM DTT, 5mM de MgCl2, 4mM ATP. 
Gluthatione-sepharose beads were then washed and proteins were eluted in Leammli buffer. E2F1 
ubiquitination was revealed using anti-E2F1 antibody immunoblotting.  
For the ubiquitiation assays, HeLA cells were transfected with 5µg of each plasmid encoding Ubiquitin 
wt or mutants, HA-E2F1 wt or mutants, cIAP1 wt or mutants. Cells were treated overnight with 1µM 
MG132 (Sigma) and with the non-selective DUB inhibitors PR619 10 (LifeSensors, Tebu-bio SAS, France) 
before cell lysis. 
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Ubiquitinated proteins were pulled-down following the manufacturer instructions by using cobalt 
beads (Clontech) or by using Flag-conjugated anti-K63 TUBE, Agarose-TUBE and GST-TUBE (Tandem 
Ubiquitin Binding entities, LifeSensors, Tebu-bio SAS, France) and revealed by using anti-E2F1 
antibody. For the analysis of ubiquitination profile of E2F1, 3HA-E2F1 was immunoprecipitated with 
anti-E2F1 or anti-HA antibody and revealed by using monoclonal FK2-HRP-conjugated anti-ubiquitin 
(mono and poly-ubiquitin chains) or a monoclonal HRP-conjugated anti-K63-linkage specific ubiquitin 
(HWA4C4) (Enzo Life Sciences). 
 
Immunoprecipitation (IP). Cells (106/conditions) were transfected with plasmids encoding E2F1 wt or 
K161/164R mutant, cIAP1 wt or DP1. Forty eight hours after transfection, cells were washed with PBS 
and lysed in IP Lysis buffer (150 mM de NaCl, 50mM Tris HCl pH 7,4, 20mM EDTA, 0,5% NP40, 1mM 
DTT, 5mM NEM (N-Ethylmaleimide) (Sigma-Aldrich) and protease inhibitors) for 30 min at 4°C. Lysate 
supernatants were precleaned by using 20µl of Protein A/G+ Agarose beads (Sigma) and incubated 
(overnight, 4°C) with rabbit polyclonal anti-E2F1 (C20) antibody (Santa Cruz biotechnology), mouse 
IgG1 purified anti-HA.11 (Biolegend, San Diego, USA), goat polyclonal anti-cIAP1 (RD systems) or Igg 
anti-mouse or anti-rabbit antibody. Beads were then washed in IP lysis buffer and denaturated in 
Laemmli buffer before immunoblot analysis.  
 
GST-pull down analysis. GST-pull down analysis was performed as previously described (Marivin et al., 
2014) 
 
RNA Purification, reverse Transcription, Real-time PCR (qPCR). Total RNAs were isolated using TRIzol 
Reagent® (Invitrogen). RNA quality was ascertained using a nanospectrophotometer (Nanodrop 2000, 
Thermo Scientific, Waltham, USA). Total RNA (1µg) was reverse- transcribed using iScript cDNA 
synthesis kit (Bio-Rad) according to manufacturer’s instructions. Quantitative Real-time PCR was 
performed with 7500 Fast thermocycler or StepOne plus system (Applied Biosystem) using SYBR Green 
detection protocol and the following Primers: TP73 promoter forward: 5’-TGA-GCC-ATG-AAG-ATG-
TGC-GAG-3’, reverse: 5’-GCT-GCT-TAT-GGT-CTG-ATG-CTT-ATG-3’; APAF1 promoter forward: GGA-
GAC-CCT-AGG-ACG-ACA-A; reverse: CAG-TGA-AGC-AAC-GAG-GAT-GC; CCNE promoter forward: CC-
ATC-GGC-CAT-CTT-CCT-GGC-TC, reverse: TCA-GGC-CGC-GGG-CCC-AGT-A; CCNE forward: GCC-AGC-
CTT-GGG-ACA-ATA-ATG, reverse: CTT-GCA-CGT-TGA-GTT-TGG-GT; P73 forward: GAC-GAG-GAC-ACG-
TAC-TAC-CTT, reverse: CTG-CCG-ATA-GGA-GTC-CAC-CA; APAF1 forward: TCA-CTG-CAG-ATT-TTC-ACC-
AGA, reverse: CCT-CTC-ATT_TGC-TGA-TGT-CG; HPRT forward: GGA-CAG-GAC-TGA-ACG-TCT-TGC, 
reverse: CTT-GAG-CAC-ACA-GAG GGC-TACA. 
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Chromatin Immunoprecipitation. Hela cells (1.5x106/conditions) were transfected with 5µg of pCMV-
3HA E2F1 wt or K161/164R mutant encoding vectors and 10 µg of PCI control vector, then protein/DNA 
complexes were cross-linked with formaldehyde 1%. Chromatid was isolated and digested with 
micrococcal nuclease. Ten percent of lysate containing the digested chromatid was conserved for 
input. The remaining lysate is diluted and immunoprecipitated using 5µg of rabbit anti-E2F1 (C-20) or 
rabbit control Igg (Santa Cruz biotechnology) overnight. Elution and DNA recovery were performed 
according to recommendation of PIERCE tm Agarose Chip Kit (Thermo Scientific). Specific Chromatin 
associated with interest protein was analysed by qPCR as described above.   
 
Cell proliferation. U2OS cells were transfected with pCMV-3HA E2F1 wt or K161/164R mutant 
encoding vectors. Twenty-four hours later, transfected 20000 U2OS cells were implanted in 6 well 
plate for 6 days. Six days later, cells were fixed by ethanol (100%) and stained with crystal violet. Crystal 
violet staining was eluted with acetic acid (33%) and the optical density at 620nm was measured with 
a plate reader (UVM 340, Biochrom, Cambourne, UK).  
 
Cell cycle analysis. U2OS cells (0.65x105/conditions) were transfected with 20µM of control or cyclin 
A-siRNA, or 50µM Rb-siRNA. Cell cycle is evaluated by using the BrdU Flow kit (BD Bioscience) 48 hours 
after transfection according to manufacturer instruction and cell cycle repartition was assessed by BD 
FACS Canto II flow cytometer using flowing software 2.  
 
Statistical analysis. Student’s t test or the Mann–Whitney Wilcoxon test was used for statistical 
analysis. 
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Figure 1: cIAP1 stabilizes and stimulates E2F1 in an E3-ubiquitin ligase activity-dependent manner. 
A-C. E2F1 activity and expression in Hela cells (A&B) or in cIAP1-/-/cIAP2-/- MEFs (C) transfected with 
CCNE promoter-Firefly luciferase reporter plasmid, pCMV-3HA-E2F1, along with empty vector (Vector), 
cIAP1, cIAP1-H588A (devoid of E3 ubiquitin-ligase activity) or cIAP1-F616A (lacking dimerization 
capacity) mutant encoding vector. HeLa cells were treated for 24 hours with PYR-41 10-35 µM before 
analysis (B). Upper panels: E2F1 transcriptional activity was assessed in gene luciferase experiments. 
Luciferase activity was normalized to β-galactosidase activity and expressed as fold induction of 
promoter stimulated by E2F1 alone. Mean ± S.D. of at least 3 independent experiments. Statistical 
analysis performed using Student’s t test. ***: p<0.001, **: 0.001<p<0.01, *: 0.01<p<0.1, NS p>0.1. 
Lower panels: The expression of the constructs was analysed by a western blot analysis. β-actin or 
HSC70 are used as loading control. *: unspecific bands. D. CHX chase experiment. The expression of 
indicated transgenes was induced for 48 hrs, and cells were treated with CHX 100µg/mL and E2F1 and 
cIAP1 expression were analysed by western blotting. β-actin is used as loading control. E2F1 expression 
has been quantified by using Image J software (Right panel). One representative experiment is shown. 
E. Western blot analysis of E2F1 and cIAP1 in U2OS cells in which cIAP1 has been downregulated by 
either a cIAP1 siRNA or by treating cells with the IAP antagonist GDC-0152. UT: untreated cells. F. 
Western blot analysis of E2F1 and cIAP1 in Hela cells transfected with indicated constructs in the 
presence of control or cIAP1 siRNA. β-actin was used as loading control. E2F1 and β-actin expression 
have been quantified by using Image J software (Right panel). Mean ± S.D. of 3 independent 
experiments. 
Figure 2: cIAP1 induced K63-ubiquitination of E2F1 on lysine 161/164. A. In vitro ubiquitination assay 
of GST-E2F1 fusion protein immobilised on gluthatione sepharose and incubated with ubiquitin, E1 and 
E2 recombinant proteins with or without recombinant cIAP1. B. Ubiquitination assay performed in 
HeLa cells transfected with 3HA-E2F1, His-Ubiquitin encoding vectors, with an empty vector or cIAP1 
or cIAP1 F616A (F/A) mutant constructs. Ubiquitinated proteins were pulled-down by using non 
selective or K63-TUBEs and Ubiquitinated E2F1 is revealed by using an anti-E2F1 antibody. C. 
Ubiquitination assay performed in HeLa cells transfected with 3HA-E2F1, His-tagged ubiquitin wt or 
ubiquitin mutants containing only the K11, K48 or K63 constructs, in the presence of empty or cIAP1 
encoding plasmids. Ubiquitinated proteins were pulled-down by using cobalt beads and ubiquitinated 
E2F1 is revealed by using an anti-E2F1 antibody. D & E. Ubiquitination profile of E2F1 in HeLa cells co-
transfected with pCMV-3HA-E2F1 and His-tagged ubiquitin wt or ubiquitin mutant containing only the 
K11, or K48 or K63 (D) constructs, in the presence of empty or cIAP1 encoding construct. E2F1 was 
immunoprecipitated using anti-HA (D) or anti-E2F1 (E) antibody and ubiquitinated E2F1 was revealed 
by using anti-poly-ubiquitin chain antibody (FK2)(D) or K63-specific ubiquitin chain antibody (K63-Ub) 
(E). The expression of the transgenes was checked by a western blot analysis. β-actin or HSC70 was 
used as loading control. F. Schematic representation of E2F1 protein structure indicating the Lysines. 
A: cyclin A:CDK2 binding domain; DBD: DNA Binding Domain, dimer: Dimerization domain; MB: marked 
box: Rb: Rb binding domain.  
 166 
G. Gene luciferase experiments performed in HeLa cells transfected with CCNE promoter-Firefly 
luciferase reporter plasmid, pCMV-HA (vector), HA-tagged-E2F1 (one single or 3HA) or HA-E2F1 
mutants in which indicated K have been mutated into R along with empty vector (vector) or cIAP1 
encoding vector. Luciferase activity was normalized to β-galactosidase activity and expressed as fold 
induction of promoter stimulated by E2F1. Mean ± S.D. of at least 3 independent experiments. 
Statistical analysis performed using Student’s t test. ***: p<0.001, **: 0.001<p<0.01, *: 0.01<p<0.1, NS 
p>0.1. The expression of the E2F1 constructs was checked by a western blot analysis (upper panel). β-
actin is used as loading control. H Ubiquitination assay performed in HeLa cells transfected with 3HA-
E2F1 wt or K161/164R mutant (K/R), His-Ubiquitin, with an empty vector or cIAP1 or cIAP1 F616A (F/A) 
mutant constructs. Ubiquitinated proteins were pulled-down by K63-specific TUBEs and Ubiquitinated 
E2F1 is revealed by using an anti-E2F1 antibody. I. Immunoprecipitation analysis of the interaction of 
cIAP1 with E2F1 wt or K161/164R mutant (K/R). Hela cells were transfected with 3HA-E2F1 encoding 
constructs and cIAP1. cIAP1 or E2F1 were immunoprecipitated using anti-cIAP1 or anti-HA antibody 
and cIAP1-E2F1 interaction was revealed by a western blot analysis. KO: cell lysate from cIAP1-/- KO 
MEFs was used to check non-specific reactivity of the antibody.  
Figure 3: Cluster Lysine 161 and 164 are important for E2F1 activity. A&B. Gene luciferase 
experiments performed in Hela cells transfected with CCNE promoter-Firefly luciferase reporter 
plasmid and pCMV-3HA-E2F1 wt or E2F1 mutants constructs in which indicated K have been mutated 
into R (A) or (B) K0 (=mutation of every K into R), K1 (=mutation of every K into R except K89), K2 
(=mutation of every K into R except K89 and K137) or K4 (=mutation of every K into R except K89, K137, 
K161, K164). Luciferase activity was normalized to β-galactosidase activity. Results are expressed as % 
of activity measured with E2F1 wt. Mean ± S.D. of at least 3 independent experiments. Statistical 
analysis performed using Student’s t test. ***: p<0.001, **: 0.001<p<0.01, *: 0.01<p<0.1, NS p>0.1. 
The expression of the constructs was checked by a western blot analysis (upper panel). β-actin was 
used as loading control. C-E. U2OS cells were transfected for 48H with empty pCMV-3HA vector (V), 
pCMV-3HA-E2F1 or pCM-3HA E2F1 K161/164R mutant. (C) Western blot analysis of E2F1 or E2F1 
K161/164R mutant, 48 hours after transfection. β-actin was used as loading control. (D) Relative 
expression of ccne, tp73 and apaf1 mRNA as measured by RT-qPCR 48 hrs after transfection. Results 
were normalized to hprt mRNA and expressed relative to cells transfected with empty vector. Mean ± 
SD of three independent experiments. (E) Chromatin immunoprecipitation experiments were 
performed using an anti–E2F1 or an irrelevant antibody (IgG). The levels of E2F1-associated genomic 
DNA region encompassing E2F1 binding site of Cyclin E (CCNE), TP73 or APAF1 promoter were 
quantified by qPCR. Results were normalized to input and the recruitment with irrelevant antibody, 
and expressed as relative recruitment compared to cells transfected with empty vector. F. 
Immunoprecipitation analysis of the interaction of DP1 with E2F1 wt or K161/164R mutant (K/R). Hela 
cells were transfected with 3HA-E2F1 encoding constructs and HA-DP1 encoding vector. E2F1 were 
immunoprecipitated using an anti-E2F1 antibody and DP1-E2F1 interaction was revealed by a western 
blot analysis by using anti-HA antibody.  
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G. Proliferation of U2OS cells transfected for 48H with empty vector, E2F1 or E2F1 K161/164R mutant, 
as analysed by crystal violet staining. Mean ± SD of three independent experiments. Statistical analysis 
performed using Student’s t test. ***: p<0.001, **: 0.001<p<0.01, *: 0.01<p<0.1, NS p>0.1. 
 Figure 4: cIAP1 is required for DNA-damage-induced stabilization of E2F1. A. Western blot analysis 
of E2F1 and cIAP1 in U2OS cells transfected with control or cIAP1-siRNA and treated with indicated 
concentration of etoposide for 6 hrs. β-actin was used as loading control. B. Ubiquitination profile of 
E2F1 in HeLa cells transfected with cIAP1 siRNA or cIAP1 encoding construct and with 3HA-E2F1 and 
His-tagged ubiquitin wt. When indicated, cells were treated for 6 hrs with 10µM etoposide. E2F1 was 
immunoprecipitated using anti-HA antibody and ubiquitin revealed using K63-specific ubiquitin chain 
antibody (K63-Ub). The expression of the transgenes and the efficiency of siRNA were checked by a 
western blot analysis (input). β-actin was used as loading control. C. Ubiquitination assay performed 
in HeLa cells transfected with control of cIAP1 siRNA and with 3HA-E2F1 and His-tagged ubiquitin wt. 
When indicated, cells were treated for 6 hrs with 10µM etoposide. Ubiquitinated proteins were pulled-
down by K63-specific TUBEs and ubiquitinated E2F1 is revealed by using E2F1 antibody. D. Western 
blot analysis of E2F1 in U2OS cells transfected with 3HA-E2F1 or 3HA-E2F1-K161/164R mutant and 
treated with indicated concentration of etoposide for 6 hrs. β-actin was used as loading control. E. 
Ubiquitination of E2F1 in HeLa cells transfected with pCMV-3HA-E2F1 or pCMV-3HA-E2F1 K161/164R 
(indicated K/R), and with His-tagged ubiquitin wt, and then treated for 6 hours with 10µM etoposide. 
E2F1 was immunoprecipitated using anti-HA antibody and ubiquitin revealed using K63-specific 
ubiquitin chain antibody (K63-Ub). The level of expression of E2F1 constructs has been adjusted in 
order to get equivalent ubiquitin level in both untreated samples. F. U2OS cells were transfected with 
cIAP1 siRNA or treated with 17nM GDC-0152 for 1 hour, and then treated with 10µM etoposide for 48 
hours. tp73 mRNA expression was measured by RT-qPCR. UT: untreated cells. Results were normalized 
to hprt mRNA and expressed relatively to control untreated cells. Mean ± SD of three independent 
experiments. 
Figure 5: PRMT-mediated Arginine methylation of E2F1 is required for ubiquitination of E2F1 by 
cIAP1. A. Western blot analysis of E2F1 and cIAP1 in HeLa cells transfected with 3HA-E2F1 and cIAP1-
encoding constructs, and treated for 24 hours with 100 µM PRMT inhibitor AMI-1. β-actin was used as 
loading control. B. Ubiquitination of E2F1 in HeLa transfected with pCMV-3HA-E2F1, pCI-cIAP1, and 
with His-tagged ubiquitin wt, and then treated for 16 hours with 50µM AMI-1 ± 10µM etoposide for 
6hrs. E2F1 was immunoprecipitated using anti-E2F1 antibody and ubiquitin revealed using pan anti-
ubiquitin antibody (FK2). The expression of the transgene is checked by western-blot. β-actin was used 
as loading control. C. E2F1 transcriptional activity as measured by using a gene-reporter luciferase 
assay performed in Hela cells transfected as in A in the presence of CCNE promoter-Firefly luciferase 
reporter plasmid and treated with increasing concentration of AMI-1 for 24hrs. Results are expressed 
as average ± SD from at least three experiments.  
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Statistical analysis performed using student’s test. Statistical analysis performed using Student’s t test. 
***: p<0.001, **: 0.001<p<0.01, *: 0.01<p<0.1, NS p>0.1. D. Ubiquitination profile of E2F1 in HeLa 
transfected with Prmt1 or Prmt5-siRNA and pCMV-3HA-E2F1, pCI-cIAP1, and with His-tagged ubiquitin 
wt. E2F1 was immunoprecipitated using anti-E2F1 antibody and ubiquitin revealed using pan anti-
ubiquitin antibody (FK2). The expression of the transgene and the efficiency of siRNA were checked by 
western blot analysis. β-actin was used as loading control.  
Figure 6: cIAP1-mediated K63-ubiquitination of E2F1 is cell cycle-regulated. A. Western blot analysis 
of E2F1, cyclin A and cIAP1 in U2OS cells transfected with cyclinA siRNA ± cIAP1 siRNA. HSC70 was used 
as loading control. B. Ubiquitination profile of E2F1 in HeLa cells co-transfected with cyclin A si-RNA ± 
cIAP1 siRNA, then 24 hours later with pCMV-3HA-E2F1 and His-tagged ubiquitin wt. E2F1 was 
immunoprecipitated using anti-E2F1 antibody and ubiquitin revealed using K63-specific ubiquitin chain 
antibody (K63-Ub). The expression of the transgenes was checked by a western blot analysis. β-actin 
was used as loading control. C. Western blot analysis of the expression of 3HA-E2F1 wt or K161/164R 
mutant and cyclin A in HeLa cells transfected with cyclinA siRNA. β-actin was used as loading control. 
D. Ubiquitination profile of E2F1 in HeLa cells co-transfected with cyclin A siRNA, then 24 hours later 
with pCMV-3HA-E2F1 or the K161/164R mutant and His-tagged K63-only-ubiquitin. E2F1 was 
immunoprecipitated using anti-E2F1 antibody and ubiquitin revealed using anti-poly-ubiquitin chain 
antibody (FK2). The expression of the transgenes was checked by a western blot analysis. β-actin was 
used as loading control. The level of expression of E2F1 constructs has been adjusted in order to get 
equivalent ubiquitin level in both samples transfected with control siRNA.  E. Western blot analysis of 
cIAP1 E2F1, cyclin E, Rb, phospho (S780, S807/811) Rb in U2OS cells transfected with cIAP1 encoding 
construct. HSC70 was used as loading control. F. GST-pull down analysis of the interaction of GST-E2F1 
with Rb in the presence of increasing quantity of cIAP1. G. Schematic representation of the regulation 
of E2F1 by cIAP1. In the G1 phase of cell cycle, E2F1 is complexed to Rb. In the S phase, E2F1 is first 
methylated on Arginine residue par PRMT, then K63-ubiquitinated by cIAP1 on K161/164, leading to 
stabilization and activation of the protein. In the late S, cyclin A inhibits K63-ubiquitination of E2F1, 
binds to and phosphorylates E2F1 and promotes ubiquitin proteasome system (UPS)-mediated 
degradation.  
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ChIP-seq analysis. Enriched DNA from ChIP and Input DNA fragments were end-repaired, extended 
with an 'A' base on the 3′end, ligated with indexed paired-end adaptors (NEXTflex, Bioo Scientific) using 
the Bravo Platform (Agilent), size-selected after 4 cycles of PCR with AMPure XP beads (Beckman 
Coulter) and amplified by PCR for 10 cycles more. Library quality was assessed by bioanalyzer using 
High Sensitivity chip.  
Supplementary material and methods 
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Résumé : 
cIAP1 (cellular Inhibitor of Apoptosis 1) possède une activité E3-ubiquitine ligase et présente 
des propriétés oncogéniques. Récemment, notre équipe a montré que cIAP1 pouvait réguler l’activité 
du facteur de transcription E2F1. L’objectif de mon travail de thèse était d’approfondir les mécanismes 
de cette régulation et d’évaluer l’importance de la coopération cIAP1-E2F1 dans l’activité oncogénique 
de cIAP1.  
J’ai démontré une interaction d’E2F1 avec la poche hydrophobe du domaine BIR3 de cIAP1. 
J’ai par ailleurs démontré l’importance de la première hélice α de ce domaine pour l’interaction de 
cIAP1 avec E2F1 et avec les autres protéines partenaires de cIAP1 capables de lier la poche hydrophobe 
du domaine BIR3.  
De plus, j’ai participé au travail montrant pour la première fois une régulation d’E2F1 par une 
ubiquitinylation non dégradative.  cIAP1 permet la conjugaison de chaînes d’ubiquitines de  type K63 
sur les lysines 161 et 164 d’E2F1. Cette modification post-traductionnelle est indispensable à la 
stabilisation de la protéine lors d’un stress génotoxique et elle permet le recrutement du facteur de 
transcription sur les promoteurs des gènes cibles.  
Enfin, l’analyse des propriétés oncogéniques de cIAP1 n’ont pas permis, à ce jour, d’évaluer 
l’importance de la coopération cIAP1-E2F1. Cependant, nous avons montré l’importance du domaine 
BIR1 pour les propriétés oncogéniques de cIAP1 (domaine nécessaire à l’interaction de cIAP1 avec 
l’adaptateur moléculaire TRAF2). 
 
Mots clés : cIAP1, E2F1, ubiquitinylation, IBM. 
 
 
Abstract: 
The cellular inhibitor of Apoptosis 1 (cIAP1) behaves as an E3 ubiquitin ligase and has oncogenic 
properties. Previously, our team has shown that cIAP1 can regulate the E2F1 transcription factor 
activity. My research project has been focused on deepening our current knowledge on this 
interaction. Firstly, we characterized the E2F1-cIAP1 interaction, then we analyzed the regulation of 
E2F1 by cIAP1 and finally assessed the importance of the cIAP1-E2F1 interaction for the oncogenic 
properties of cIAP1.  
 I have demonstrated a interaction of E2F1 with the hydrophobic pocket of the BIR3 domain of 
cIAP1. Moreover, I highlighted that the alpha 1 helix of the BIR3 domain is mandatory for the stability 
of this pocket. Moreover, we discovered an ubiquitination on lysine 161 and 164 of E2F1 by cIAP1. This 
ubiquitination is essential for the stability and transcriptional activity of E2F1. Finally, it appears that 
the cIAP1 BIR1 domain that is required for the interaction with TRAF2 is involved in its oncogenic 
properties.  
 
Keys words: cIAP1, E2F1, ubiquitination, IAP-Binding-Motif. 
 
